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AG   Antigen 
AK   Antikörper 
ATP  Adenosintriphosphat 
BSA  bovines Serumalbumin (Rinderserumalbumin) 
CD   cluster of differentiation (Gruppen immunphänotypischer 
Oberflächenmerkmale von Zellen) 
cDNA  complementary DNA (komplementäre DNA) 
COX-2  Cyclooxygenase-2 
DAPI  4,6-Diamidino-2-phenylindol 
DNA  desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
ELISA  enzym-linked immunosorbent assay (enzymgekoppelter 
Immunadsorptionstest) 
ERG  Elektroretinogramm 
FPP  Farnesylpyrophosphat 
GABA  gamma-aminobutyric acid (Gamma-Aminobuttersäure) 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GCL  ganglion cell layer (Ganglienzellschicht) 
GFAP  glial fibrilliary acidic protein (saures Gliafaserprotein) 
GGPP  Geranylgeranylpyrophosphat 
GTP  Guanosintriphosphat 
HIOP  high intraocular pressure (erhöhter Augeninnendruck) 
HMG-CoA  3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A 
ICAM-1  interzelluläres Zelladhäsionsmolekül 1 
IHC  Immunhistochemie 
IL   Interleukin  
ILM   inner limiting membrane (innere Gliagrenzmembran) 
INL   inner nuclear layer (innere Körnerschicht) 
iNOS  induzierbare Nitritoxidsynthetase 
IOP  intraocular pressure (Augeninnendruck) 
IPL   inner plexiform layer (innere plexiforme Schicht) 
KG   Körpergewicht 




MCAO middle cerebral artery occlusion  
 (Verschluss der Arteria cerebri media) 
MHC major histocompatibility complex  
 (Haupthistokompatibilitätskomplex) 
MMP Matrix Metalloproteinasen 
mRNA messenger RNA (Boten-RNA) 
MW Mittelwert 
NDS Normales donkey-Serum (Normales Eselserum) 
NGS Normales goat-Serum (Normales Ziegenserum) 
NO Nitritoxid 
NOS Nitritoxidsynthetase 
OLM outer limiting membrane (äußere Gliagrenzmembran)  
ONL outer nuclear layer (äußere Körnerschicht) 
OPL outer plexiform layer (äußere plexiforme Schicht) 
OWG Offenwinkelglaukom 
PBS Phosphatgepufferte Normalsalzlösung 
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PFA Paraformaldehyd 
RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
SEM Standardfehler des Mittelwertes 
TAE Tris Acetat EDTA 
TGF-β transforming growth factor beta  
 (transformierender Wachstumsfaktor beta) 
TMB Tetramethylbenzidine 
TNFα Tumornekrosefaktor alpha 
TRI transiente retinale Ischämie 
TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling 




ZNS Zentrales Nervensystem 
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1. ZUSAMMENFASSUNG 
Durchblutungsstörungen der Netzhaut (retinale Ischämie) spielen eine zentrale 
Rolle bei verschiedenen ophthalmologischen Erkrankungen, wie dem 
Zentralarterienverschluss (ZAV), der diabetischen Retinopathie sowie dem 
Glaukom und sind für einen Großteil der Erblindungen in den Industrienationen mit 
verantwortlich. Retinale Ischämie setzt zahlreiche, bislang nicht vollständig 
aufgeklärte, pathophysiologische Vorgänge in Gang und führt zum Untergang von 
Ganglienzellen und weiteren Neuronen der Retina. Vorangegangene 
Untersuchungen legen eine wesentliche Beteiligung der postischämischen 
Entzündungsreaktion am neuronalen Zelltod nahe. Im ersten Teil der vorliegenden 
Arbeit sollte das Verhalten von Mikrogliazellen, sowie die Expression der 
proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNFα als Teil der postischämischen 
inflammatorischen Antwort untersucht werden. 
Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden mit adulten Wistarratten 
durchgeführt. Das Einleiten isotoner Kochsalzlösung in die vordere Augenkammer 
und die resultierende Erhöhung des intraokulären Druckes erzeugte eine 
transiente, globale Retinaischämie (TRI). Oben genannte Parameter wurden zu 
den Zeitpunkten 3, 6, 12 und 24 Stunden postischämisch mittels 
Immunhistochemie, semiquantitativer PCR und ELISA untersucht und mit der 
nicht-ischämischen Netzhaut von Kontrolltieren verglichen. 
Die immunhistochemische Charakterisierung von Mikrogliazellen durch OX42, 
einen etablierten Marker für Mikrogliazellen/Makrophagen, bestätigte das 
Vorkommen einzelner Mikrogliazellen unter physiologischen Bedingungen in der 
Netzhaut. TRI führte zu einer Mikrogliazellaktivierung innerhalb der ersten 24 
Stunden nach Beendigung der Ischämie, erkennbar an einer Zunahme der 
Zellzahl und charakteristischen morphologischen Veränderungen. Im selben 
Zeitraum ließ sich eine gesteigerte Expression der proinflammatorischen Zytokine 
IL-1β und TNFα nachweisen. Beide zeigten eine ähnliche Expressionskinetik mit 
einem frühen postischämischen Maximum und einem Wiederabsinken innerhalb 
von 24 Stunden. Als IL-1β-exprimierende Zellen konnten nachfolgend OX42-
positive Mikrogliazellen identifiziert werden. 
HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren, kurz Statine genannt, zählen zu den am 
häufigsten verordneten Pharmaka weltweit. Sie hemmen die 
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Cholesterinbiosynthese und schützen vor Myokardinfarkt und Schlaganfall. 
Vorangegangene Untersuchungen postulierten zahlreiche, teilweise 
cholesterinunabhängige Effekte, neuroprotektive und immunmodulatorische 
Eigenschaften sowie ein therapeutisches Potenzial dieser Substanzen bei 
ophthalmologischen Erkrankungen. 
Im zweiten Teil der Studie sollte die Beeinflussbarkeit der zuvor charakterisierten 
inflammatorischen Antwort durch Simvastatin untersucht werden. Dazu wurde 
einer Gruppe von Tieren einmalig eine Stunde postischämisch Simvastatin 
subkutan, sowie einer Vergleichsgruppe ein Vehikel injiziert. Hierbei zeigte sich 
eine Simvastatin-vermittelte Reduktion der postischämischen Expression von 
TNFα zu den Zeitpunkten 6 und 12 Stunden. Eine Simvastatin-spezifische 
Beeinflussung der IL-1β-Expression war nicht nachweisbar. Die Anzahl OX42-
positiver Mikrogliazellen nach TRI blieb nach Statingabe ebenfalls unverändert. 
In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass druckinduzierte TRI 
zu einer akuten inflammatorischen Antwort in der Retina führt, welche durch 
Mikrogliazellaktivierung und die gesteigerte Expression proinflammatorischer 
Zytokine gekennzeichnet ist. Ihre zentrale Rolle in der Pathogenese der 
ischämischen Retinaschädigung und die experimentelle Beeinflussbarkeit machen 
diese zu einem wichtigen Angriffspunkt potenziell neuroprotektiver Strategien. 
Durch postischämische Gabe von Simvastatin kann das Ausmaß der 
inflammatorischen Antwort nach TRI begrenzt werden. Als möglicher 
Wirkmechanismus ist hierbei die Beeinflussung der TNFα-Expression anzusehen. 
Mikrogliazellaktivierung und die Expression von IL-1β können in diesem 
Zusammenhang nicht als Angriffspunkt angesehen werden. Zusätzliche 
Untersuchungen werden notwendig sein, um die Bedeutung der 
inflammatorischen Antwort für das Ausmaß der retinalen Schädigung nach TRI 





Der Begriff Ischämie stammt aus dem Griechischen und leitet sich von den 
Wörtern „iskho“ („halte zurück“) und „haima“, der griechischen Bezeichnung für 
„Blut“, ab. Charakteristisch für einen solchen Zustand ist dementsprechend eine 
Verminderung oder Unterbrechung der Durchblutung eines Gewebes, Organteils 
oder Organs (Pschyrembel 2004). Betreffen diese Veränderungen die Netzhaut, 
so spricht man von retinaler Ischämie, welche eine zentrale Rolle bei 
verschiedenen ophthalmologischen Erkrankungen spielt. Beispielhaft seien hier 
retinale Gefäßverschlüsse, die diabetische Retinopathie und das Glaukom 
genannt, die für einen Großteil der Erblindungen in den Industrienationen 
verantwortlich gemacht werden. 
Bei vaskularisierten Geweben werden die Auswirkungen ischämischer 
Schädigung von verschiedenen Faktoren bestimmt. Eine zentrale Rolle kommt 
hierbei der komplexen Anatomie der retinalen Blutversorgung sowie dem Ausmaß 
und der Dauer der Blutleere zu. Ursächlich für die duale Gefäßversorgung der 
Netzhaut ist deren Entwicklungsgeschichte. Embryologisch geht sie aus dem 
doppelwandigen Augenbecher hervor, welcher eine Ausstülpung des 
Zwischenhirns darstellt. Das äußere Blatt des Augenbechers entwickelt sich zum 
Pigmentepithel (Pars pigmentosa retinae), während das innere Blatt die Pars 
nervosa retinae bildet. Letztere entwickelt sich zu den übrigen 9 Schichten der 
Netzhaut, welche in charakteristischer Anordnung die drei Neurone der Sehbahn 
(Photorezeptoren, Bipolarzellen, Ganglienzellen) beinhalten (Abb. 1). Während die 
äußeren Schichten (6 bis 10) durch Diffusion von der Aderhaut (Lamina 
choroidocapillaris) versorgt werden, wird die Ernährung der inneren 
Netzhautanteile bis zur inneren Körnerschicht durch die Arteria centralis retinae 
gewährleistet (Abb. 1). Dieser Ast der A. ophthalmica tritt an der Sehnervpapille in 
das Auge ein und verzweigt sich an der inneren Netzhautoberfläche. Gemeinsam 
mit der A. centralis retinae verläuft die Zentralvene, welche das venöse Blut der 
inneren Retinaschichten drainiert. Die Kenntnis dieser anatomischen 
Gegebenheiten ist von grundlegender Bedeutung für das Verständnis der Folgen 







Abzugrenzen sind hierbei retinale Arterienverschlüsse von Venenverschlüssen. 
Die Einteilung ersterer erfolgt in Zentralarterienverschlüsse und Verschlüsse eines 
Zentralarterienastes (ZAAV). Häufigste Ursache retinaler Arterienverschlüsse sind 
Embolien, vor allem im Rahmen einer Arteriosklerose der A. carotis interna. Aber 
auch Vaskulitiden, Gefäßspasmen und Aneurysmen können eine Rolle bei der 
Entstehung der Arterienverschlüsse spielen (Feltgen et al. 2003). Während es bei 
einem Verschluss eines Zentralarterienastes zu einer umschriebenen Ischämie 
des entsprechenden Netzhautareals kommt, führt ein Zentralarterienverschluss zu 
einer kompletten Ischämie der inneren Retina bei unbeeinträchtigter Perfusion der 
äußeren Netzhautschichten. Trotz optimaler Therapie ist die Prognose bezüglich 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Retina und ihrer dualen 
Blutversorgung, modifiziert nach Welsch (Welsch 2003). (GCL = Ganglienzellschicht, 
IPL = innere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme 
Schicht, ONL = äußere Körnerschicht) 
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des Sehvermögens schlecht, da insbesondere bei einer Ischämiedauer von über 
100 Minuten irreversible strukturelle Schäden angenommen werden müssen 
(Hayreh und Weingeist 1980). 
Abzugrenzen von den Veränderungen retinaler Hauptgefäße sind Erkrankungen 
kleiner Netzhautgefäße. Die diabetische Retinopathie ist die häufigste retinale 
Mikroangiopathie und die bedeutendste Ursache visueller Beeinträchtigung bei 
Menschen im erwerbsfähigen Alter der westlichen Welt (Kocur und Resnikoff 
2002). Wie durch Zheng und Mitarbeiter gezeigt wurde, kommt es auch im 
Rahmen retinaler Ischämie, wie sie bei der transienten druckinduzierten 
Minderperfusion auftritt, zu einem Untergang retinaler Kapillaren, ähnlich wie bei 
der diabetischen Retinopathie (Zheng et al. 2007). 
Als letzte für die vorliegende Arbeit bedeutsame ophthalmologische Erkrankung 
sei an dieser Stelle das Glaukom genannt. Dieser Begriff bezeichnet verschiedene, 
meist mit einem erhöhten Augeninnendruck assoziierte Krankheitsbilder, denen 
eine progressive Schädigung der Ganglienzellen der Netzhaut und des optischen 
Nervs gemeinsam ist. Der Untergang retinaler Ganglienzellen und ihrer Axone 
manifestiert sich zunächst im Bereich der Sehnervenpapille, wobei das Ausmaß 
der Zellschädigung mit der Höhe des Augeninnendrucks korreliert (Quigley 1999). 
Je nach Beschaffenheit des Kammerwinkels unterscheidet man klinisch das 
Offenwinkelglaukom vom Winkelblockglaukom. Bei ersterem handelt es sich um 
eine chronische Erkrankung mit meist mäßig erhöhtem Augeninnendruck, die 
durch den langsam voranschreitenden Untergang von Ganglienzellen und 
Sehnervenfasern und den daraus resultierenden allmählichen Funktionsverlust 
des Auges charakterisiert ist (Quigley 1999). Im Gegensatz dazu manifestiert sich 
das Winkelblockglaukom meist als akute Form mit anfallartiger Erhöhung des 
Augeninnendrucks auf 50 bis 80 mmHg (Pschyrembel 2004). Häufigste Ursache 
eines primären Winkelblockglaukoms ist die Behinderung der 
Kammerwasserzirkulation durch den so genannten Pupillarblock, wobei es durch 
Anlagerung der Irisbasis an das Trabekelwerk zu einer Abflussbehinderung kommt 
(Gobel und Grehn 1998). 
Die klinische Bedeutung retinaler Ischämie und deren einfache methodische 
Umsetzbarkeit haben zur Entwicklung unterschiedlicher Tiermodelle geführt, die 
es erlauben Pathomechanismen im Rahmen retinaler Minderperfusion zu 
untersuchen und mögliche Behandlungsmöglichkeiten zu evaluieren. 
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In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir das von Büchi und Mitarbeitern 
entwickelte Modell der transienten druckinduzierten Minderperfusion, wobei es 
durch Einleiten isotoner Kochsalzlösung aus einem in 2 Meter Höhe befindlichem 
Reservoir in die vordere Augenkammer zu einem deutlichen Anstieg des 
intraokulären Druckes kommt (Tab. 1, Buchi et al. 1991). Diese auch als HIOP 
(high intraocular pressure) bezeichnete Methode führt sowohl zu einer 
Unterbrechung der retinalen als auch der choroidalen Blutzufuhr. Die komplette 
Ischämie der inneren Retinaschichten spiegelt den Pathomechanismus des 
retinalen Zentralarterienverschluss wider, wenngleich es durch den plötzlichen, 
starken Augeninnendruckanstieg ebenfalls als Modell eines akuten 
Winkelblockglaukoms (WBG) verstanden werden kann (Osborne et al. 2004). 
Ein weiteres Modell der kompletten Retinaischämie stellt die Ligatur des Nervus 
opticus bei gleichzeitigem Verschluss der dem Sehnerven angelagerten Gefäße 
(A. centralis retinae und Aa. ciliares posteriores) dar (Tab. 1). Für 
tierexperimentelle Arbeiten zum ZAAV findet die Photothrombose als Modell 
Anwendung (Tab. 1). Fehlende Möglichkeiten der nichtinvasiven Beurteilung 
zellulärer Reaktionen retinaler Ganglienzellen und des optischen Nervs infolge 
intraokulärer Drucksteigerung beim Menschen führten zur Entwicklung 
verschiedener Tiermodelle zur Untersuchung glaukomatöser 
Schädigungsmechanismen. Die drei am häufigsten verwendeten Modelle basieren 
auf einer chronischen Erhöhung des Augeninnendruckes, einem Risikofaktor für 
die Entwicklung eines Glaukoms (Tab. 1, Morrison et al. 2005). Ihnen ist eine 
chronische Druckerhöhung auf das 1,3 bis 2fache der Norm gemeinsam (Morrison 
et al. 2005). Der Schädigungsmechanismus ist somit dem des 
Offenwinkelglaukoms vergleichbar. Als Modell für das akute Winkelblockglaukom 









Tabelle 1: Tiermodelle zur Erzeugung retinaler Ischämie und eines erhöhten 
Augeninnendruckes. 1retinale Ischämie, 2Zentalarterienverschluss, 3Winkelblockglaukom, 
4Zentralarterienastverschluss, 5Offenwinkelglaukom 
 
Modell Pathomechanismus Klinik Referenz 




(Buchi et al. 1991) 
Ligatur des Sehnervs komplette RI1 ZAV2 (Stefansson et al. 1988) 
















OWG5 (Morrison et al. 1997) 
 
Eine große Anzahl tierexperimenteller Studien in den letzen 20 Jahren hat zur 
Aufklärung zahlreicher pathophysiologischer Vorgänge im Rahmen retinaler 
Ischämie beigetragen, wobei die gewonnen Erkenntnisse aufgrund der 
Verwendung unterschiedlicher Modelle als nur bedingt vergleichbar gelten und 
zahlreiche Mechanismen auf molekularer Ebene bis heute unzureichend erforscht 
sind. Der folgende Überblick bekannter ischämieinduzierter Retinaveränderungen 
beschreibt deshalb im Wesentlichen Vorgänge im Rahmen druckinduzierter TRI 
als dem von uns verwendeten Modell und stützt sich auf drei Säulen der 
Betrachtung. Diese beinhalten elektrophysiologische Studien zur 
Charakterisierung des funktionellen Status der Retina, histologisch-
morphologische Untersuchungen sowie molekularbiologische Analysen zur 
Aufklärung zugrundeliegender Signalkaskaden. 
Bei der funktionellen Charakterisierung retinaler Reaktionen im Rahmen akuter 
Ischämie kommt der Elektroretinographie (ERG) eine herausragende Bedeutung 
zu. Diese bezeichnet die Ableitung von elektrischen Potentialen zwischen der 
Cornea und einer indifferenten Schläfenelektrode nach Lichtstimulation und ist 
Ausdruck einer retinalen Massenantwort. Leitet man das Elektroretinogramm vor, 
während und nach druckinduzierter Retinaischämie ab, werden ERG-
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Veränderungen mit Einsetzen der Druckerhöhung sichtbar. Schon eine kurze 
Ischämiedauer führt zur Abnahme der Wellenamplitude bis hin zur vollständigen 
Suppression (Osborne et al. 1995, Rosenbaum et al. 2001). Nach Beendigung der 
Ischämie lässt sich eine Normalisierung der Amplitude beobachten, wobei das 
Ausmaß der Erholung abhängig von der vorangegangenen Ischämiedauer ist. So 
kommt es nach bis zu 50-minütigen Ischämien zur vollständigen, nach 90 und 120 
Minuten dauernden Minderperfusionen nur zu einer inkompletten Erholung (Block 
und Schwarz 1998). 
Histologisch-morphologische Studien nach HIOP dienen in erster Linie der 
Beurteilung von Ausmaß und Lokalisation der Zellschädigung. So fanden Büchi 
und Mitarbeiter heraus, dass es im Verlauf der folgenden Tage nach TRI zu einer 
progressiven Verminderung der Ganglienzellzahl und einer Abnahme der 
Retinadicke kommt (Buchi et al. 1991). In zahlreichen darauffolgenden 
Untersuchungen konnte dies bestätigt werden, wobei sich unterschiedliche 
Empfindlichkeiten einzelner Retinaschichten gegenüber ischämischer Schädigung 
zeigten. Trotz der vorliegenden Unterbrechung der gesamten (retinalen und 
choroidalen) Netzhautdurchblutung scheinen die äußeren Retinaschichten und die 
darin lokalisierten Photorezeptoren ischämieresistenter als die inneren Schichten, 
inklusive der Ganglienzellschicht zu sein (Osborne et al. 2004). Rosenbaum und 
Mitarbeiter konnten zeigen, dass es 7 Tage nach einer druckinduzierten 60-
minütigen TRI zu einer Abnahme der absoluten Retinadicke kommt, wobei 
insbesondere innere Schichten von dieser Ausdünnung betroffen sind (Abb. 2). 
Des Weiteren ließ sich eine Abnahme der Zellzahl sowohl der INL als auch der 
GCL beobachten (Rosenbaum et al. 2001). Neuronale Zellschädigung nach HIOP 
umfasst neben dem Untergang von retinalen Ganglienzellen, der Degeneration 
der IPL und Nervenfaserschicht auch die Schädigung der Axone des optischen 
Nervs. Das Ausmaß der neuronalen Schädigung nach TRI hängt in 
entscheidendem Maße von der Dauer der Minderperfusion ab, wobei bereits eine 
45-minütige Blutleere zu histologisch sichtbaren Veränderungen führt, deren 







Versteht man den neuronalen Zelltod als pathophysiologischen Mittelpunkt der 
ischämischen Retinaschädigung, kommt dem Verständnis seiner molekularen 
Grundlagen insbesondere hinsichtlich der Entwicklung potentiell neuroprotektiver 
Strategien eine enorme Bedeutung zu. Vorangegangene Untersuchungen legen 
nahe, dass retinale Ganglienzellen infolge traumatischer Schädigung 
hauptsächlich durch Apoptose zugrunde gehen (Isenmann et al. 2003). 
Beispielsweise führt HIOP zum verzögerten Zelluntergang der inneren 
Retinaschichten, wobei der überwiegende Teil der sterbenden Zellen typische 
histologische Merkmale der Apoptose (Chromatinkondensation, Zellschrumpfung 
und Bildung von Apoptosekörperchen) zeigt (Rosenbaum et al. 1997). Unter 
Verwendung der TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling), 
Abbildung 2: Abnahme der absoluten Retinadicke mit besonderer Empfindlichkeit der 
inneren Retinaschichten nach 60-minütiger HIOP, modifiziert nach (Rosenbaum et al. 
2001). (ILM = innere Gliagrenzmembran, GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere 




welche die Identifizierung von Zellkernen apoptotischer Zellen erlaubt, zeigt sich 
des Weiteren eine Zunahme der Anzahl TUNEL-positiver Zellen in der inneren 
Retina mit einem frühen Maximum 24 bis 48 Stunden nach TRI (Rosenbaum et al. 
1998). 
In den letzten Jahren gelang es mannigfaltige Mechanismen aufzudecken, die 
dem ischämiebedingten neuronalen Zelltod zu Grunde liegen (Abb. 3), wobei viele 
Erkenntnisse über pathophysiologische Zusammenhänge aus Untersuchungen 
am Gehirn stammen und trotz des gemeinsamen embryologischen Ursprungs der 
Gewebe als nur bedingt übertragbar gelten. Durch die unterbrochene Blutzufuhr 
kommt es zunächst zu einem reduzierten Angebot von Sauerstoff und Glukose. 
Der zelluläre ATP-Mangel führt zum Versagen energieabhängiger 
Ionentransportprozesse, zu Verschiebungen des Membranpotentials, neuronaler 
Depolarisation und Ausschüttung exzitatorischer Aminosäuren, insbesondere von 
Glutamat (Osborne et al. 1999). Ausgehend von einer erhöhten Empfindlichkeit 
Glutamatrezeptoren-exprimierender Neurone gegenüber Ischämie und der 
gegebenen hohen Dichte ionotroper Glutamatrezeptoren auf retinalen 
Ganglienzellen (Brandstatter et al. 1994) muss eine besondere Empfindlichkeit 
dieser Zellen gegenüber hohen extrazellulären Glutamatspiegeln angenommen 
werden (Isenmann et al. 2003). Extrazelluläre Glutamatakkumulation führt 
einerseits zu einer akuten exzitatorischen Zellschwellung, ausgelöst durch einen 
zellulären Natrium-, Chlorid- und Wassereinstrom und bedingt andererseits eine 
zeitlich verzögerte, calciumabhängige Zellschädigung, die die bestehende 
intrazelluläre Calciumüberladung noch verstärkt (Lipton 1999). Der exzessive 
Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration gilt als ein zentraler 
Mechanismus des neuronalen Zelltodes und ist mitverantwortlich für zahlreiche 
nachteilige Effekte wie mitochondriale Dysfunktion und oxidativen Stress (Osborne 
et al. 1999). Freie Radikale wie sie während der Ischämie und insbesondere in der 
frühen Reperfusionsphase in großen Mengen entstehen, können unter anderem 
durch DNA-Fragmentierung, Aktivierung von Zytokinen und 
Zellmembranschädigung infolge Peroxidation ungesättigter Fettsäuren wesentlich 
zum ischämieinduzierten neuronalen Zelltod beitragen (Bonne et al. 1998, Shibuki 
et al. 2000, Osborne et al. 2004). Von besonderer Bedeutung scheinen hierbei 
reaktive Sauerstoffspezies, wie zum Beispiel Superoxidanionen, zu sein. Der 
ischämiebedingte plötzliche Anstieg dieser Substanzen und das Versagen 
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antioxidativer Mechanismen könnten einen Schädigungsmechanismus retinaler 
Ischämie und Reperfusion darstellen (Szabo et al. 1991, Bonne et al. 1998). Diese 
innerhalb von Minuten und Stunden, teilweise parallel ablaufenden Prozesse 
werden von einer zeitlich verzögerten sekundären Entzündungsreaktion gefolgt, 
welche durch Leukozytenakkumulation, Mikrogliaaktivierung und 






Abbildung 3: Schematische Darstellung pathophysiologischer Vorgänge nach 
ischämischer Schädigung, modifiziert nach Osborne und Mitarbeitern (Osborne et al. 
1999). (ATP = Adenosintriphosphat) 
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Leukozyten scheinen eine zentrale Rolle bei Ischämie-reperfusionsinduzierten 
Veränderungen des ZNS zu spielen (Vasthare et al. 1990). So beobachtet man 
nach transienter retinaler Ischämie unter anderem eine Zunahme des 
intermittierenden Kontakts zwischen Neutrophilen und vaskulären Endothelzellen, 
dem sogenannten rolling, als ersten Schritt der Leukozytenmigration (Tsujikawa et 
al. 1998). Die Freisetzung zahlreicher potentiell zytotoxischer Substanzen, wie den 
oben genannten reaktiven Sauerstoffspezies sowie Interleukin-1 legen eine 
Beteiligung der Neutrophilen an sekundärer neuronaler Schädigung nahe (Szabo 
et al. 1991, Hangai et al. 1995). 
Mikrogliazellen kommen in allen Bereichen des zentralen Nervensystems, 
inklusive dem optischen Nerv und der Netzhaut vor und stellen die primären 
immunkompetenten Zellen dieser Gewebe dar (Streit 2002, Farber und 
Kettenmann 2005). Ihre Herkunft konnte bislang nicht vollständig geklärt werden, 
auch wenn morphologische und immunologische Gemeinsamkeiten mit 
Monozyten und Makrophagen einen gemeinsamen Ursprung nahe legen (Albini et 
al. 2005). Über die Funktion ruhender Mikrogliazellen ist nur wenig bekannt, 
wenngleich ihnen im gesunden Gewebe eine Homöostase- und Kontrollfunktion 
zugeschrieben werden kann (Nimmerjahn et al. 2005). Mikrogliaaktivierung 
beobachtet man bei einer Reihe experimentell erzeugter und klinischer 
Pathologien, wie Durchtrennung (Axotomie) des optischen Nervs, 
ischämieinduzierter Retinopathie und lichtinduzierter Photorezeptordegeneration 
(Zhang und Tso 2003, Davies et al. 2006, Zhang et al. 2005b). Sie umfasst 
charakteristische, wenngleich komplexe Vorgänge, wie die Umwandlung von der 
dendritischen in die amöboide Form, de novo-Expression von 
Oberflächenmolekülen, Proliferation, Migration, Phagozytose und Freisetzung 
zahlreicher Mediatoren (Langmann 2007). Zu diesen gehören Chemokine, 
proinflammatorische Zytokine, Nitritoxid, aber auch Neurotrophine und 
Wachstumsfaktoren (Langmann 2007). In zahlreichen Untersuchungen konnte 
eine Beteiligung sowohl an neuroprotektiven als auch an neurodegenerativen 
Vorgängen nachgewiesen werden (Aldskogius 2001, Gonzalez-Scarano und 
Baltuch 1999). 
Zytokine sind in pikomolaren Konzentrationen wirksame zellregulatorische 
Eiweiße. Bislang konnten verschiedene an ihrer Bildung beteiligte Zellen des ZNS, 
inklusive Neurone, Astrozyten und Mikrogliazellen/Makrophagen, identifiziert 
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werden (Touzani et al. 1999). Zytokinen werden zahlreiche pleiotrope Effekte 
zugeschrieben. Diese reichen von der Regulation von Zellfunktionen während der 
Entwicklung bis zur Beteiligung an der Immunantwort infolge ischämischer, 
traumatischer oder entzündlicher Schädigung des ZNS (Wang und Shuaib 2002). 
Zu dieser heterogenen Gruppe von Molekülen gehören Interleukine (IL), 
Interferone, Chemokine und der Tumornekrosefaktor, wobei im Folgenden ein 
besonderes Augenmerk auf die beiden klassischen proinflammatorischen Zytokine 
IL-1β und TNFα gelegt werden soll. Physiologischerweise sind geringe Mengen an 
IL-1β sowohl im Gehirn als auch in der Netzhaut der Ratte nachweisbar und fokale 
wie globale Minderperfusion des Gehirns, sowie transiente Retinaischämie gehen 
mit einem Anstieg der IL-1β-Spiegel einher (Wang und Shuaib 2002, Yoneda et al. 
2001, Yan et al. 1992). Die Beobachtung, dass das Ausmaß der resultierenden 
Schädigung sowohl durch kompetitive IL-1-Rezeptorantagonisten als auch durch 
IL-1β-neutralisierende Antikörper reduziert werden kann, legt eine bedeutende 
Rolle dieses Zytokins bei den pathophysiologischen Vorgängen retinaler Ischämie 
nahe (Yoneda et al. 2001). TNFα, der zahlreiche funktionelle Gemeinsamkeiten 
mit IL-1β aufweist, gilt als beteiligter Mediator des neuronalen Zelltods nach 
zerebraler und retinaler Ischämie (Barone et al. 1997, Tezel und Wax 2000). 
Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung der TNFα-Expression im Modell 
der HIOP-induzierten Ischämie, da sowohl die druckbedingte als auch 
ischämieinduzierte Schädigung retinaler Ganglienzellen TNFα-assoziiert zu sein 
scheint. So konnten Tezel und Wax zeigen, dass die beiden genannten Stimuli zu 
einer erhöhten glialen TNFα-Produktion und resultierender Apoptose retinaler 
Ganglienzellen in vitro führen (Tezel und Wax 2000). In vivo kommt es nach TRI 
durch Ligatur des Sehnervs zu einer frühen und anhaltenden Steigerung der 
TNFα-Expression (Hangai et al. 1996). Während die Applikation von 
rekombinanten TNFα nach HIOP-induzierter Ischämie das funktionelle outcome 
verschlechtert, beobachtet man eine signifikante funktionelle Verbesserung bei 
präischämischer Gabe eines TNFα-Antikörpers, so dass von einem 
modulierenden Einfluss des Tumornekrosefaktors im Rahmen retinaler 
Ischämie/Reperfusion ausgegangen werden muss (Berger et al. 2008). Die 
genauen Signalwege, die zur vermehrten Freisetzung dieser Zytokine nach 
Ischämie führen, sowie mögliche Auswirkungen erhöhter Konzentrationen im 
Rahmen zentraler und retinaler Minderperfusion sind Gegenstand aktueller 
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Forschung. Abhängig von der Art der Schädigung müssen sowohl günstige als 
auch nachteilige Effekte erhöhter IL-1β- und TNFα-Spiegel bei neuronaler 
Schädigung in Betracht gezogen werden, wenngleich eine Reihe von 
Untersuchungen eine zytokinbedingte Zunahme der ischämischen 
Beeinträchtigung nahe legt (Wang und Shuaib 2002). 
In den letzten Jahren fand in diesem Zusammenhang eine weitverbreitete Gruppe 
von Pharmaka besondere Beachtung. Die 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A 
(HMG-CoA)-Reduktaseinhibitoren, kurz Statine genannt, zählen zu den am 
häufigsten verordneten Arzneimitteln weltweit. Fanden sie initial Anwendung zur 
Therapie der Dyslipoproteinämie, so werden sie heute bereits bei Patienten mit 
koronarer Herzkrankheit, Myokardinfarkt und in der Sekundärprophylaxe des 
ischämischen Schlaganfalls eingesetzt. Ihre Wirkung entfalten sie durch die 
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, mit resultierender Blockade der 
Umwandlung von HMG-CoA in Mevalonat und verminderter Synthese seiner 
Metabolite (Abb. 4). So beobachtet man neben der Reduktion des 
Gesamtcholesterins eine Abnahme an isoprenoiden Zwischenprodukten, wie 
Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Diese 
Isoprenoide spielen eine wichtige Rolle bei der posttranslationalen Modifikation 
verschiedener Proteine, wie den kleinen GTP-bindenden Proteinen Ras und Rho, 
denen eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Zellproliferation und 
Differenzierung zugesprochen wird (Menge et al. 2005). In neueren 
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Statine überdies zahlreiche, 
teilweise cholesterinunabhängige Wirkungen entfalten können. Diese 
sogenannten pleiotropen Effekte umfassen neben einer Verbesserung der 
endothelialen Funktion auch neuroprotektive und immunmodulatorische 
Eigenschaften. So wurden in den letzten Jahren mannigfaltige Mechanismen, wie 
die Induktion der endothelialen Nitritoxidsynthetase (NOS), die Hemmung der 
induzierbaren NOS (iNOS), die Verminderung der Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies und die Förderung von Angiogenese, Neurogenese und 
Synaptogenese nach Schlaganfall aufgedeckt, die für eine Verbesserung des 
funktionellen outcomes nach zerebraler Ischämie verantwortlich gemacht werden 
(Cimino et al. 2007, Chen et al. 2003). Ihre antiinflammatorischen Wirkungen 
entfalten die HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren unter anderem durch Hemmung 
der Leukozyten-Endothel-Interaktion, Beeinflussung der T-Zell-Proliferation und T-
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Ziel des ersten Teils der vorliegenden Studie war es, die akute 
Entzündungsreaktion nach transienter retinaler Ischämie anhand von 
Mikrogliaaktivierung und der Produktion proinflammatorischer Zytokine weiter zu 
charakterisieren. Anschließend sollten mögliche immunmodulatorische 
Eigenschaften von Simvastatin nach HIOP untersucht und ihre Bedeutung für die 
Neuroprotektion im Rahmen retinaler Ischämie evaluiert werden. 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Cholesterinbiosynthese. Statine hemmen die 
Umwandlung von HMG-CoA in Mevalonat und vermindern die Synthese von Cholesterin 
und isoprenoiden Zwischenprodukten. 
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3. ZIELE DER ARBEIT 
 
Der erste Teil der vorliegenden Studie wurde durchgeführt, um die akute 
Entzündungsreaktion nach transienter retinaler Ischämie anhand von 
Mikrogliaaktivierung und der Expression der klassischen proinflammatorischen 
Zytokine IL-1β und TNFα zu charakterisieren. Anschließend sollten mögliche 
immunmodulatorische Eigenschaften von Simvastatin nach HIOP untersucht und 
ihre Bedeutung im Rahmen retinaler Ischämie evaluiert werden. 
 
 
Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden: 
 
1. Ist innerhalb der ersten 24 Stunden nach HIOP eine sichtbare 
Mikrogliazellaktivierung zu verzeichnen? 
 
2. Kommt es infolge transienter druckinduzierter Retinaischämie zu einer 
gesteigerten Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNFα zu 
frühen postischämischen Zeitpunkten? 
 
3. Kann das Ausmaß der inflammatorischen Antwort durch die Gabe von 





4.1 Versuchstiere  
Für die tierexperimentellen Untersuchungen wurden adulte, weibliche Wistarratten 
mit einem Gewicht von 220 bis 250 g verwendet (Institut für Versuchstierkunde der 
Friedrich-Schiller-Universität Jena). Die Haltung erfolgte unter konstanten, 
spezifisch keimfreien Bedingungen (specific pathogen free), im Standardkäfig. Die 
Raumtemperatur betrug 22 bis 24 °C, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 
bis 80 Prozent und einem Tag-/Nacht-Rhythmus von 12/12 Stunden. Futter und 
Wasser waren über den gesamten Versuchszeitraum ad libitum verfügbar. 
4.2 Experimentelles Design 
Alle Versuche wurden unter Berücksichtigung des Tierversuchsgesetzes 
entsprechend gültiger Tierversuchsgenehmigung (Thüringer Landesamt für 
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz, Reg. -Nr.: 02-10/04) durchgeführt. 
Die Aufteilung der Tiere erfolgte in vier Versuchsgruppen (Abb. 5). 
4.2.1 Kontrolltiere 
Als Kontrollen (Gruppe 1) galten nicht-läsionierte Tiere. Diese erhielten eine 
Narkose durch intraperitoneale Chloralhydratinjektion. Einer TRI wurden sie nicht 
ausgesetzt. Eine Behandlung mit Simvastatin oder Vehikel fand nicht statt. Die 
Enukleation der Bulbi erfolgte nach Beendigung der Narkose. 
4.2.2 Transiente retinale Ischämie 
Die zweite Gruppe bestand aus Tieren, die der TRI ausgesetzt wurden, aber 
weder eine Injektion von Simvastatin noch von Vehikel erhielten. Die Enukleation 
der Bulbi erfolgte zu den Zeitpunkten 3, 6, 12 und 24 Stunden postischämisch. 
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4.2.3 TRI und einmalige Gabe von Simvastatin  
Die Tiere der Gruppe 3 erhielten die TRI und bekamen eine Stunde 
postischämisch einmalig Simvastatin 8 mg pro kg KG subkutan injiziert. Die Bulbi 
wurden 3, 6 und 12 Stunden nach Beendigung der Ischämie entnommen. 
4.2.4 TRI und einmalige Gabe eines Vehikels 
Gruppe 4 bestand aus Tieren, die eine Stunde nach Beendigung der Ischämie 
eine einmalige Injektion des Vehikels subkutan erhielten. Die Entnahme der Bulbi 
erfolgte ebenfalls 3, 6 und 12 Stunden postischämisch. 
 
 
4.3 Unilaterale Induktion der transienten retinalen Ischämie 
Die Narkose der Tiere wurde durch gewichtsadaptierte (420 mg pro kg KG) 








n = 4 n = 4
n = 4 n = 4
Simvastatin











Abbildung 5: Schematische Darstellung des Studiendesigns. Abgebildet sind die 
Versuchsgruppen, der zeitliche Ablauf der Experimente sowie die durchgeführten 
Untersuchungen. (n = Anzahl der Versuchstiere, IHC = Immunhistochemie, PCR = 
Polymerase-Kettenreaktion, ELISA = enzym-linked immunosorbent assay, TRI = 




Abbildung 6: Schematische Darstellung des 
Versuchsaufbaus zur Induktion der transienten 
retinalen Ischämie. (IOP = Augeninnendruck)
die Lokalanästhesie des zu läsionierenden Auges mit Oxybuprocainhydrochlorid 
(4 mg/ml, Bausch&Lomb, Berlin), sowie eine perioperative Antibiotikaprophylaxe 
mit Ofloxacin-Augentropfen (Bausch&Lomb, Berlin). Die transiente retinale 
Ischämie wurde mit Hilfe des von Büchi und Mitarbeitern entwickelten Modells in 
leicht modifizierter Form durchgeführt (Abb. 6, Buchi et al. 1991). Dazu wurde 
nach stereotaktischer Fixierung des Kopfes eine 27-Gauge-starke Nadel 
transcorneal in die vordere Augenkammer (Camera anterior) des rechten Auges 
eingebracht. Über ein gekoppeltes Infusionssystem konnte 0,9 %ige sterile 
Kochsalzlösung in die vordere Augenkammer eingeleitet und der intraokuläre 
Druck unilateral von anfänglich 10 bis 15 mmHg auf über 80 mmHg gesteigert 
werden. Dieser Zustand wurde 75 Minuten lang aufrecht erhalten. Sichtbare 
Zeichen der Druckerhöhung und einer daraus resultierenden Abnahme der 
retinalen Blutzirkulation waren ein Anschwellen und Abblassen des Auges. 
Objektiviert wurde die Höhe des Augeninnendruckes durch regelmäßige Messung 
mittels Rebound-Tonometer 
(Tiolat Ltd., Helsinki, Finnland), 
wie sie von Kontiola und 
Mitarbeitern am Rattenauge 
beschrieben wurde (Kontiola et 
al. 2001). Nach Abschluss der 
Behandlung konnte die Nadel 
entfernt und die Tiere zum 
Aufwachen in einen frischen 
Käfig verbracht werden. Der 
Rückgang des intraokulären 
Druckes auf präoperative 
Ausgangswerte wurde durch 
erneute Messung mittels 
Tonometer verifiziert. 
4.4 Behandlung mit Simvastatin 
Im zweiten Teil der Studie erhielten die Tiere der Gruppe 3 eine Stunde 
postischämisch eine einmalige Dosis Simvastatin (Calbiochem, Darmstadt). Zur 
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Vorbereitung des zu injizierenden Statins wurde dieses in Ethanol (50 mg/ml, 
Merck, Darmstadt) und 1 N Natronlauge (Merck, Darmstadt) gelöst und vor der 
Anwendung mit 1 N Salzsäure (Merck, Darmstadt) aktiviert (Ziel-pH 7,2). Jedem 
Tier wurden 8 mg Simvastatin pro kg KG subkutan im Bereich der rechten Leiste 
injiziert. 
4.5 Vehikelgabe 
Zur Untersuchung des alleinigen Injektionseffekts sowie einer möglichen Wirkung 
der zur Lösung des Simvastatins verwendeten Substanzen erhielten die Tiere der 
Gruppe 4 einmalig eine Stunde postischämisch eine Injektion mit Vehikel. Dieses 
aus Ethanol, Natronlauge und Salzsäure bestehende Gemisch wurde anstelle des 
Simvastatins subkutan im Bereich der rechten Leiste appliziert. 
4.6 Gewebegewinnung 
Nach intraperitonealer Injektion einer Überdosis an Chloralhydrat (30 %) wurde 
der Bulbus aus der Orbita entnommen und in gekühlte phosphatgepufferte 
Normalsalzlösung (PBS) gegeben. Die Präparation der Retina erfolgte unter 
einem Binokular (Stemi SV6, Zeiss, Jena) mit Hilfe mikrochirurgischer Pinzetten 
und Scheren. Die Cornea wurde durch einen Schnitt entlang des Limbus corneae 
abgetrennt. Anschließend konnten Linse, Ziliarkörper und Glaskörper vorsichtig 
entfernt werden. Waren die Augen für Gefrierschnitte und immunhistochemische 
Untersuchungen bestimmt, verblieb die Netzhaut im Augenbecher. Bei Gewebe, 
welches für PCR oder ELISA verwendet wurde, musste die Retina vorsichtig 
mobilisiert und von der Choroidea und Sklera separiert werden. 
4.7 Immunhistochemie 
Zur Untersuchung der Mikrogliaaktivierung und Interleukinproduktion nach TRI 
und deren Modulation durch Simvastatin sollte eine immunhistochemische 
Charakterisierung OX42-positiver Zellen anhand von Zellzahl und Zellmorphologie 
zu verschiedenen Zeitpunkten postischämisch erfolgen. Weiterhin sollte 
untersucht werden, ob zytokinproduzierende Zellen nachweisbar waren und eine 
Zelltypcharakterisierung vorgenommen werden. 
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Hierzu wurden die präparierten Augenbecher inklusive Retina für 30 Minuten mit 
4 %iger Paraformaldehydlösung (PFA) fixiert. Nach einem Waschschritt mit 
phosphatgepufferter Lösung zum Entfernen des überschüssigen 
Fixationsmediums wurde das Gewebe zur Kryoprotektion für 24 Stunden in 
30 %ige Saccharoselösung überführt. Danach erfolgte die Einbettung mit Tissue-
Tek-Medium (Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande). Die Augen wurden mit 
flüssigem Stickstoff tief gefroren und bei -20 °C gelagert. Anschließend wurden am 
Gefriermikrotom (Leica CM 3050S, Wetzlar) 20 µm dicke, koronare 
Kryogewebsschnitte durch die gesamte Retina hergestellt und auf Objektträger 
(Menzel Superfrost, Braunschweig) aufgezogen. Die Aufbewahrung erfolgte bei 
minus 20 °C. 
Die Objektträger wurden zunächst für 45 Minuten bei 37 °C getrocknet und 
anschließend mit 4 %igen PFA für 20 Minuten fixiert. Anschließend erfolgten 2 
Waschschritte mit PBS, um das überschüssige Fixationsmedium zu entfernen. Zur 
Vermeidung unspezifischer Antikörperbindungen wurden die Schnitte 2 Stunden 
bei Raumtemperatur mit Blockierungslösung inkubiert. Die hierzu verwendete 
Lösung bestand aus 10 %igen Normalserum in 3 % Rinderserumalbumin (BSA). 
Zur Erhöhung der Zellpermeabilität enthielt sie, wie alle anderen 
Verdünnungslösungen auch, 0,3 % Triton X-100 (Sigma, Taufkirchen). Als 
Normalseren kamen in Abhängigkeit von der Ursprungsspezies des 
Primärantikörpers Normales Eselserum (NDS, Chemicon, Hofheim) und Normales 
Ziegenserum (NGS, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) zum Einsatz. Anschließend 
erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper über Nacht bei 4 °C. Dieser 
wurde in 2 %igen Normalserum in 3 % BSA gelöst. Initial wurde der Antikörper 
Mouse-anti-CD11b (OX42, Serotec, Oxford, UK, Tab. 2) verwendet. Hierbei 
handelt es sich um einen häufig angewendeten Marker für 
Mikrogliazellen/Makrophagen, der an das Oberflächenmolekül CD11b (Synonym: 
C3b-Rezeptor) der Zellmembran dieser Zellen bindet und dem Nachweis von 
Mikrogliazellen/Makrophagen, unabhängig von ihrem Aktivierungszustand, dient. 
Anschließend sollte die Produktion des klassischen proinflammatorischen Zytokins 
IL-1β im Rahmen der TRI untersucht werden. Der hierzu verwendete Antikörper 
Goat-anti-IL-1β (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA, Tab. 2) bindet das 
C-terminale Ende des IL-1β der Ratte. Der Nachweis IL-1β-exprimierender Zellen 















Abbildung 7: (A) Schematische Darstellung der Bindung von DAPI an die kleine 
Furche der DNA, modifiziert nach Larsen und Mitarbeitern (Larsen et al. 1989). (B) 
Identifikation der Retinaschichten nach Färbung mit DAPI. (C) Lokalisation OX42-
positiver Zellen (Pfeile) in der inneren plexiformen Schicht. (ONL = äußere 
Körnerschicht, OPL = äußere plexiforme Schicht, INL = innere Körnerschicht, IPL = 
innere plexiforme Schicht, GCL = Ganglienzellschicht) 
angeschlossen wurden. Die hierzu verwendeten Antikörper dienten dem Nachweis 
von Mikrogliazellen/Makrophagen (OX42) und Astrozyten (Rabbit-anti-GFAP, 
Dako, Glostrup, Dänemark, Tab. 2). 
Am folgenden Tag wurden ungebundene Primärantikörper durch dreimaliges 
Waschen mit phosphatgepufferter Lösung entfernt. Anschließend erfolgte eine 
einstündige Inkubation der Schnitte mit einem Fluorochrom-gekoppelten 
Sekundärantikörper (Verdünnung 1:1000, in 10 % Normalserum in 3 % BSA) bei 
Raumtemperatur. Als Fluorochrome fanden Alexa Fluor 488 nm (MoBiTec, 
Göttingen, Tab. 2) und Rhodamine Red 554 nm (Jackson IR, West Grove, USA, 
Tab. 2) Verwendung. Überschüssige Antikörper wurden durch dreimaliges 
Waschen mit PBS für jeweils 10 Minuten entfernt. Anschließend erfolgte die 
Inkubation der Schnitte mit 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Sigma, 
Taufkirchen, 1 µg/ml in PBS) für 3 Minuten. Die selektive Bindung von DAPI an die 
DNA (Abb. 7 A) und die Bildung fluoreszierender, nukleärer DNA-DAPI-Komplexe 
erlaubte die sichere Identifikation kernhaltiger Retinaschichten (Abb. 7 B) und 
erleichterte die Lokalisation fluorochrommarkierter Zellen innerhalb der Retina 






Abschließend wurden die Schnitte ein letztes Mal über 15 Minuten mit PBS 
gewaschen und mit Mowiol (Calbiochem, Nottingham, UK) eingedeckt. Um die 
Spezifität des Fluoreszenzsignals sicher zu stellen, mussten Färbekontrollen 
mitgeführt werden, welche dieselbe Behandlung wie die anderen Schnitte 
erhielten, jedoch nicht mit Primärantikörper inkubiert wurden. Nachdem die 
Objektträger über Nacht getrocknet waren, konnten die Schnitte ausgewertet 
werden. Dies erfolgte am Mikroskop Axioplan 2 (Zeiss, Jena) in 40facher 
Vergrößerung. Zur Quantifizierung der Mikrogliazellen/Makrophagen wurde die 
Anzahl der OX42-positiven Zellen pro Schnitt bestimmt. Hierzu wurden die 
fluorochrommarkierten Zellen der inneren Retinaschichten (GCL, IPL, INL) von 10 
Schnitten pro Retina (dies entspricht jedem 15. Schnitt) gezählt. Die 
Charakterisierung der Morphologie und Lokalisation der OX42-positiven Zellen 
erfolgte am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 510, Zeiss, Jena). Zur 
Beurteilung der Anzahl IL-1β-positiver Zellen wurden 8 Schnitte pro 
Zeitpunkt/Gruppe ausgewertet und die semiquantitative Angabe als keine, 
einzelne, zahlreiche oder massenhaft positive Zellen pro Schnitt (Tab. 3) gewählt. 
Die Phänotypisierung der nach Ischämie auftretenden IL-1β-positven Zellen 
erfolgte am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM 510, Zeiss, Jena) bei 
40facher Vergrößerung. Die Fluorochrome der sekundären Antikörper (Alexa Fluor 
[488 nm] und Rhodamine Red [554 nm]) sowie des zur Zelllokalisation 
verwendeten DAPI (405 nm) wurden durch die entsprechenden Laser (Argon, 
Helium Neon 1 und Diode 405) angeregt. In der Bildverarbeitung wurden die 
gescannten Ebenen eines Schnittes übereinander gelegt und durch Kolokalisation 













Tabelle 2: Verwendete Antikörper 
 
Antikörper Firma Verdünnung Normalserum 
    
Primäre Antikörper    
Mouse-anti-CD11b Serotec 1:100 2 % NGS 
Goat-anti-IL-1β Santa Cruz Biotech. 1:100 2 % NDS 
Rabbit-anti-GFAP Dako 1:500 2 % NDS 
    
Sekundäre Antikörper    
Alexa Fluor 488-anti-mouse MoBiTec 1:1000 10 % NDS 
Alexa Fluor 488-anti-goat MoBiTec 1:1000 10 % NDS 
Rhodamine red-anti-rabbit Jackson IR 1:1000 10 % NDS 
 
Tabelle 3: Semiquantitative Beurteilung der Anzahl IL-1β-positiver Zellen. 1positiver Zellen 
pro Schnitt 
 
Bezeichnung Anzahl 1 Symbol 
keine  0 - 
einzelne 10 bis 50 + 
zahlreiche 50 bis 100 ++ 
massenhaft mehr als 100 +++ 
4.8 RNA-Extraktion aus der Retina 
Der Bulbus wurde wie oben beschrieben präpariert (vgl. 4.6) und die Retina wurde 
vom Rest des Augenbechers separiert. Die RNA-Extraktion aus der Netzhaut 
erfolgte mit Hilfe des RNeasy micro kits (Qiagen, Hilden), wobei die RNA zunächst 
an der Säule adsorbiert und Kontaminationen in mehreren Waschschritten entfernt 
wurden. Hierzu wurde das Gewebe zerkleinert und in 350 µl Lyse-Puffer (1 ml RLT 
und 10 µl 2-Mercaptoethanol [Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA]) mit einem 
Dispergierer (Ultra-Turrax, IKA Labortechnik, Staufen) homogenisiert. Zu jeder 
Probe mussten 350 µl 70 %iges Ethanol gegeben und durch Pipettieren vermischt 
werden. Die mit Ethanol versetzte Probe wurde in ein Teströhrchen auf eine RNA-
Säule aufgetragen und anschließend 15 Sekunden lang bei 10.000 rpm 
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zentrifugiert. Danach wurden 350 µl Waschpuffer auf jede Säule gegeben und 
diese erneut zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ausgeschüttet und die Proben für 
15 Minuten mit 80 µl einer Lösung, bestehend aus 70 µl RDD-Puffer und 10 µl 
DNAse Stock Lösung, bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten ein zweiter 
Waschschritt mit 350 µl Waschpuffer und eine Zentrifugation bei 10.000 rpm für 15 
sec. Die Säulen wurden in neue Teströhrchen gegeben und 500 µl RPE-
Waschpuffer (mit Ethanol versetzt) hinzugefügt, bevor sie bei 10.000 rpm 15 sec 
zentrifugiert wurden. Der Durchfluss wurde ausgeschüttet, auf jede Probe 500 µl 
80 %iges Ethanol pipettiert und die Säulen 15 sec lang bei 10.000 rpm 
zentrifugiert. Um im letzten Schritt die RNA aus den Säulen zu eluieren, mussten 
diese in ein neues Teströhrchen gegeben und nach Zugabe von 14 µl RNAse-
freiem Wasser 1 Minute lang bei maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert werden. 
Der Durchfluss und die darin enthaltene aufgereinigte RNA wurden bei -80 °C 
aufbewahrt. 
Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) der Proben erfolgte am UV/Visible-
Spektralphotometer (NanoDrop 1000, Peqlab Biotechnologie, Erlangen). Hierzu 
wurde 1 µl unverdünnte Probe direkt auf die Messoberfläche gegeben und die UV-
Absorption bei 260/280 nm gemessen. Anschließend erfolgte in Abhängigkeit von 
der Ausgangskonzentration die Standardisierung der RNA-Menge der Proben auf 
1 µg/15 µl durch Zugabe der entsprechenden Menge an RNAse-freiem Wasser. 
4.9 cDNA-Synthese 
Die Synthese von cDNA aus der gewonnenen RNA erfolgte unter Verwendung 
einer Reversen Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerase) und des iScript 
cDNA Synthese Kits (Bio-Rad, München). Pro Probe wurden 1 µg totale RNA-
Menge in RNAse-freiem Wasser (Gesamtvolumen 15 µl) mit 4 µl Reaktionsansatz 
(5 x iScript Reaction Mix, Bio-Rad, München) und 1 µl iScript Reverse 
Transkriptase (Bio-Rad, München) inkubiert. Die cDNA-Synthese erfolgte im 
Thermozykler (Biometra, Göttingen) entsprechend dem folgenden Protokoll: 
Inkubation für 5 min bei 25 °C, Transkription für 30 min bei 42 °C, Stoppen der 
Reaktion durch Erhitzen auf 85 °C und abschließendes Abkühlen der Proben auf 




Zur Vervielfältigung der spezifischen cDNA-Produkte für die Zytokine IL-1β und 
TNFα wurde die Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt (Saiki et al. 1988). Der 24 
µl Reaktionsansatz bestand aus 12 µl RNAse-freiem Wasser, 10 µl Master Mix 
(Eppendorf, Hamburg) und 2 µl Primerpaaren (PCR-Startmoleküle). Der Master 
Mix enthielt Desoxyribonukleotid-triphosphate, Taq-Polymerase, Pufferlösung und 
Magnesiumionen. Für jede Probe wurde 1 µl cDNA template zugegeben. Die 
Sequenzen der verschiedenen Gene wurden in einem Thermozykler (Biometra, 
Göttingen), entsprechend dem allgemein gültigen Ablauf (Denaturierung, 
Primerhybridisierung, Elongation) amplifiziert. Als housekeeping-Gen wurde 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Die 
Sequenzen der Primerpaare für TNFα, IL-1β und GAPDH sind in Tabelle 4 
aufgeführt. Die für den Zytokinnachweis bestimmten Proben wurden mittels eines 
dreistufigen Programms amplifiziert, beginnend mit 30 sec bei 94 °C, gefolgt von 
45 sec bei 60 °C und 60 sec bei 72 °C. Für IL-1β wurde dieser Zyklus 34-mal, für 
TNFα 32-mal durchlaufen. Die Amplifikation des Produkts für GAPDH erfolgte 
nach folgendem Protokoll: 45 sec bei 94 °C, gefolgt von 45 sec bei 59°C und 60 
sec bei 72 °C (39 Zyklen). 
 
Tabelle 4: Verwendete Primer 
 
 verwendete Primersequenz Fragmentgröße (Referenz) 
IL-1β 5’-AAGCTCTCCACCTCAATGGACAG-3’ 
3’-CTCAAACTCCACTTTGGTCTTGA-5’ 
260 bp (Wang et al. 2005)  
TNFα 5’-CACGCTCTTCTGTCTACTGA-3’ 
3’-GGACTCCGTGATGTCTAAGT-5’ 
568 bp (Bhat et al. 1998) 
GAPDH 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’ 
3’-AGATCCACAACGGATACATT-5’ 
308 bp (Kobori et al. 2001) 
 
Die Auftrennung der Proben erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese in 
horizontalen Flachbett-Apparaturen. Hierzu wurden 2 %ige Agarosegele in Tris 
Acetat EDTA-Puffer (TAE) hergestellt. Ein großes Gel bestand aus 250 ml 1fach 
TAE, 5 g Agarose (Invitrogen, Karlsruhe) und 7,5 µl Ethidiumbromid (Sigma, 











Abbildung 8: Die Bestimmung der in der Probe enthaltenen Menge an DNA-
Fragment erfolgte durch Intensitätsvergleich der Probenbanden mit den 
angrenzenden Banden des Low DNA Mass Ladders. Pfeile kennzeichnen 
Referenzbanden für Probe 1. 
mit loading dye (Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt. Pro Tasche wurden 5 µl des 
PCR-Reaktionsproduktes aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im TAE-Puffer 
bei konstanter Spannung von 100 V. Die im Gel aufgetrennten DNA-Fragmente 
wurden mittels UV-Licht (230 nm) sichtbar gemacht. Sowohl die 
Größenbestimmung der DNA-Fragmente als auch die Messung der in der Probe 
enthaltenen Menge an DNA-Fragment erfolgte durch Vergleich mit Fragmenten 
bekannter Größe und DNA-Konzentration eines mit aufgetragenen DNA-
Standards (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen, Karlsruhe). Um ein 
reproduzierbares Ergebnis zu erzielen, wurde jede Probe als Triplikat aufgetragen 
und die angrenzenden Taschen mit einer definierten Menge Low DNA Mass 
Ladder (Invitrogen, Karlsruhe) beladen. Die Bestimmung der cDNA-Menge 
erfolgte mit Hilfe der Programme Liscap image capture und ImageMaster TotalLab 
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) durch Vergleich der Intensität 
der Probenbande mit den Intensitäten der an die Probe angrenzenden Mass 





4.11 Enzyme-linked immunosorbent assay 
Zur Bestimmung des retinalen TNFα-Gehaltes wurde ein enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) eingesetzt. Die Vorbereitung der Proben erfolgte in 
modifizierter Form nach (Nakazawa et al. 2006). Hierzu musste der Bulbus 
präpariert (vgl. 4.6) und die Retina vom Rest des Augenbechers separiert werden. 
Jede Retina wurde in 100 µl steriles PBS mit Proteaseinhibitor (Complete Mini, 
Roche, Mannheim) gegeben und 15 sec lang mittels Ultraschall zerkleinert 
(Sonoplus, Bandelin, Berlin). Anschließend wurden die Proben 10 min bei 14.000 
g zentrifugiert. Der Überstand konnte in ein neues Teströhrchen pipettiert und die 
totale Proteinkonzentration mit der Bradford-Methode bestimmt werden. Der 
hierzu verwendete Farbstoff Coomassie-Blau (Quick Start Bradford Reagenz, 
BioRad, München) reagierte mit den basischen Aminosäuren der Probe, was zu 
einer Verschiebung des Absorptionsmaximuns hin zu 595 nm führte. Durch 
Messung der Absorption bei dieser Wellenlänge und Vergleich mit einer Eichkurve 
konnte die Proteinkonzentration der Proben bestimmt werden. Zur in vitro 
Quantifizierung des TNFα wurde ein Sandwich-ELISA (Abb. 9) der Firma 
Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Dieser beruhte auf der Verwendung zweier 
Antikörper (AK), die beide spezifisch, aber an unterschiedlichen Stellen an das 
nachzuweisende Antigen (AG) banden. Im ersten Schritt wurden 100 µl Standard, 
Kontrollen oder verdünnte Proben, in die mit TNFα-spezifischen Antikörpern 
beschichteten Vertiefungen (wells) der Mikrotiterplatte (erster, 
festphasengebundener Antikörper) gegeben und mit 50 µl antigen-spezifischen 
Biotinkonjugat (zweiter, Detektionsantikörper) vermischt. Während der 1,5-
stündigen Inkubation bei Raumtemperatur kam es zu einer Bindung des in der 
Probe enthaltenen TNFα-Antigens an die antikörperhaltige Festphase. Des 
Weiteren erfolgte die Anlagerung des biotinylierten Detektionsantikörpers an den 
gebundenen AG-AK-Komplex. Durch 4-maliges Waschen mit Waschpuffer konnte 
der ungebundene zweite Antikörper entfernt werden. Anschließend erfolgte die 
Inkubation mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase-haltiger Lösung (100 µl pro well) 
für 45 min bei Raumtemperatur. Streptavidin wurde an das Biotin des 
Detektionsantikörpers gebunden, wodurch ein enzymgekoppelter AK-AG-AK-
Komplex („Sandwich“) entstand. Überschüssiges Enzym wurde durch 4-maliges 










(1) (2) (3) (4)  
Abbildung 9: Prinzip des verwendeten Sandwich-ELISA. (1) Bindung des Biotin-
gekoppelten Detektionsantikörpers an das festphasengebundene TNFα-Antigen. (2) 
Bindung der Streptavidin-Meerrettichperoxidase an das Biotin. (3) Oxidation des 
Chromogens durch die Peroxidase und sichtbare Blaufärbung. (4) Stopp der 
Reaktion durch Zugabe von Schwefelsäure, Farbumschlag von blau zu gelb. 
stabilisiertes Chromogen (Tetramethylbenzidine, TMB) in die wells gegeben. 
Meerrettichperoxidase katalysierte die Oxidation von TMB, was zu einer 
sichtbaren Blaufärbung führte. Nach 30 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe 
von 100 µl 1 N Schwefelsäure gestoppt, sichtbar an einem Farbumschlag von blau 
zu gelb. Die Intensität der entstandenen Farblösung war direkt proportional zur 
TNFα-Konzentration der Probe. 
 
 
Die Messung der Extinktion erfolgte am Mikrotiterplatten-Reader (MWG Biotech, 
Ebersberg) bei 450 nm innerhalb einer Stunde nach Beendigung der Reaktion. 
Alle Schritte wurden protokollgerecht durchgeführt. Pro Probe wurden 100 µg 
Gesamtprotein je well aufgetragen. Kontrollen, Standards und Proben wurden als 
Duplikat geführt. Die Auswertung erfolgte durch Vergleich der Probenextinktion mit 
der Extinktion einer Standardreihe nach Abzug des Hintergrundsignals. Alle Werte 
wurden semiquantitativ als Prozent von Kontrollen (Kontrolle = 100 %) angegeben. 
4.12 Statistische Auswertung 
Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte (MW)  Standardfehler der Mittelwerte 
(SEM) angegeben. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms 
SPSS Version 11.5. Die statistische Analyse erfolgte bei ungepaarten, nicht 
normalverteilten Daten mit dem Mann-Whitney-U-Test (p < 0,05). 
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4.13 Verwendete Lösungen 
 
Phosphatgepufferte Normalsalzlösung (PBS); 10fach 
Natriumchlorid 80,6 g (Roth, Karlsruhe) 
Kaliumchlorid 2,0 g (Merck, Darmstadt) 
Dinatriumhydrogenphosphat 17,8 g (Merck, Darmstadt) 
Dikaliumhydrogenphosphat 2,7 g (Merck, Darmstadt) 
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml auffüllen 
 
Phosphatgepufferte Normalsalzlösung (PBS); 1fach 
100 ml 10-fach PBS mit 900 ml destilliertem Wasser verdünnen 
 
Paraformaldehydlösung (PFA); 4 % 
Paraformaldehyd 40 g (Riedel-de-Häen, Seelze) 
PBS 1000 ml 
auf 60 °C erhitzen und tropfenweise Natronlauge hinzufügen bis sich das Salz 
auflöst (pH 7,3 bis 7,4). 
 
Saccharoselösung; 30 % 
Saccharose 30 g (Roth, Karlsruhe) 
PBS 100 ml 
 
Chloralhydrat; 7 % 
Chloralhydrat purum 7 g (Sigma, Taufkirchen) 
PBS 100 ml 
 
Chloralhydrat; 30 % 
Chloralhydrat purum 30 g (Sigma, Taufkirchen) 
PBS 100 ml 
 
Rinderserumalbumin (BSA); 3 % 
Rinderserumalbumin 3 g (Serva, Heidelberg) 
PBS 100 ml 
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Tris Acetat EDTA-Puffer (TAE); 50fach 
Tris Base 242 g (Roth, Karlsruhe) 
Eisessig 57,1 ml (Roth, Karlsruhe) 
0,5M EDTA (pH 8) 100 ml (Sigma, Taufkirchen) 
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml auffüllen 
 
Tris Acetat EDTA-Puffer (TAE); 1fach 
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Abbildung 10: Verteilung OX42-positiver Zellen (Pfeile) bei Kontrolltieren. Die nicht-
ischämische Retina ist durch das Vorhandensein weniger, schwach anfärbbarer, 
dendritischer Zellen gekennzeichnet. (A) OX42. (B) DAPI. (C) Doppelfärbung OX42 
und DAPI. 
5. ERGEBNISSE 
5.1 Mikrogliaaktivierung nach transienter retinaler Ischämie 
5.1.1 OX42-positive Zellen sind Bestandteil der nicht-ischämischen Retina 
Zur Beurteilung des physiologischen Ausgangszustandes wurde initial eine 
immunhistochemische Färbung der Mikrogliazellen/Makrophagen der nicht-
ischämischen Retina mit dem Antikörper Mouse-anti-CD11b (OX42, vgl. Tab. 2) 
durchgeführt. Untersucht wurde die Anzahl markierter Zellen pro Schnitt, ihre 
Morphologie und die Lokalisation innerhalb der Retina. Alle Werte sind als MW  
SEM angegeben. 
In der nicht-ischämischen Retina fanden sich einige (124  5), schwach 
anfärbbare OX42-positive Zellen pro Schnitt (Abb. 10). Diese Zellen bestanden 
aus einem ovalen, ca. 10 µm großen Zellkern sowie langen, verzweigten, nicht 
miteinander anastomosierenden Fortsätzen. Im Weiteren werden sie als 
dendritsche Zellen bezeichnet (Streit et al. 1999, Zhang et al. 2005a). OX42-
positive Zellen fanden sich ausschließlich in den inneren Retinaschichten (INL, IPL, 






5.1.2 Nach transienter retinaler Ischämie kommt es zu einer Zunahme der 
Anzahl OX42-positiver Zellen 
Nach transienter retinaler Ischämie war ein Anstieg der Zahl OX42-positiver Zellen 
in der inneren Retina zu verzeichnen. Drei Stunden postischämisch erreichte die 
Zellzahl mit 264 Prozent, bezogen auf Kontrollen (p < 0,05), ihr Maximum. 
Nachfolgend war ein kontinuierlicher Rückgang der Anzahl OX42-positiver Zellen 
innerhalb des ersten Tages nach TRI bis auf 145 %, bezogen auf Kontrollen (p < 
0,05), nachweisbar. Die Werte blieben 24 h postischämisch gegenüber Kontrollen 
signifikant erhöht (Tab. 5, Abb. 11). 
 
Tabelle 5: Anzahl OX42-positiver Zellen pro Schnitt. 1 Zeitpunkt postischämisch,  
 2 Mittelwert  SEM 
 
 
Gruppe Kontrolle 3 h1 6 h1 12 h1 24 h1 






5.1.3 Die postischämische Mikrogliaaktivierung geht mit charakteristischen 
Änderungen der Zellmorphologie einher 
 
Postischämisch wurde neben der ubiquitären Vermehrung OX42-positiver Zellen 
in den inneren Retinaschichten eine stärkere Anfärbbarkeit der 
Mikrogliazellen/Makrophagen beobachtet. Darüber hinaus kam es nach TRI zu 
charakteristischen morphologischen Veränderungen der Zellen (Abb. 12). 
Auffallend war, dass es sich hierbei um ein dynamisches Geschehen handelte, bei 
dem innerhalb der ersten 24 h nach Beendigung der Ischämie unterschiedliche 
Entwicklungs- und Aktivierungsstufen durchlaufen wurden. Drei Stunden nach TRI 
fanden sich vielgestaltige Zellen, welche durch unterschiedlich große, teils 
 
 
Abbildung 11: Anzahl OX42-positiver Zellen pro Schnitt bei Kontrolltieren und zu 
verschiedenen Zeitpunkten postischämisch. 3 Stunden nach TRI war ein Anstieg 
der Zellzahl auf 327,38  11,79 zu verzeichnen. Innerhalb des ersten Tages kam es, 
ausgehend von diesem Maximum, zu einem kontinuierlichen Rückgang der Zellzahl. 
Die Werte blieben auch 24 h postischämisch gegenüber Kontrollen signifikant 




Abbildung 12: Verteilung OX42-positiver Zellen in der inneren Retina nach TRI.  
(A-C) 3 h postischämisch: Zunahme der Anzahl positiver Zellen, bezogen auf 
Kontrollen, und Umwandlung in die amöboide Form. (D-F) 12 h nach TRI: Rückgang 
der Anzahl gefärbter Zellen, verglichen mit (A-C), und Übergang in die runde Form. 
hypertrophe Zellkerne und eine beginnende Retraktion der Fortsätze 
gekennzeichnet waren (Abb. 12: A-C). Folglich werden diese als amöboide Zellen 
bezeichnet (Streit et al. 1999, Zhang et al. 2005a). Eine ähnliche Morphologie 
wiesen die OX42-positiven Zellen 6 h postischämisch auf. 12 h nach Beendigung 
der Ischämie dominierten stark gefärbte, runde Zellen mit wenigen, kurzen, nicht 
verzweigten Fortsätzen das Bild (Abb. 12: D-F). Diese werden im Folgenden als 
runde Mikrogliazellen/Makrophagen bezeichnet (Streit et al. 1999). 
 
5.1.4 Transiente retinale Ischämie führt zum Auftreten IL-1β-positiver Zellen 
in der Retina 
Zur Prüfung einer Beteiligung des klassischen proinflammatorischen Zytokins IL-
1β an der akuten Entzündungsreaktion nach TRI wurde das Vorhandensein IL-1β-
exprimierende Zellen in der Retina evaluiert. Hierzu wurden die Schnitte mit einem 




gefärbt. Es erfolgte eine semiquantitative Beurteilung der Zellzahl, wobei die 
Einteilung entsprechend Tabelle 3 vorgenommen wurde (vgl. Tab. 3). In der nicht-
ischämischen Retina waren keine (-) IL-1β-positiven Zellen nachweisbar (Abb. 13 
A). 3 Stunden postischämisch konnte das Auftreten einzelner (+) positiver Zellen 
beobachtet werden (Abb. 13 B). Diese waren in der inneren Retina (INL, IPL, GCL) 
lokalisiert und zeichneten sich durch einen ovalen bis rundlichen Kern und 
einzelne, kurze, nicht verzweigte Fortsätze aus. Ihre Anzahl nahm mit 
Verlängerung des Zeitintervalls zur TRI zu, so dass sowohl 6 h (Abb. 13 C) als 
auch 12 h postischämisch (Abb. 13 D) zahlreiche (++) IL-1β-positive Zellen 
nachweisbar waren. Nach Durchlaufen dieses Plateaus war ihre Zahl rückläufig 
und bereits 24 h nach Beendigung der Ischämie waren keine IL-1β-positive Zellen 





Abbildung 13: Auftreten IL-1β-positiver Zellen (Pfeile) nach TRI. Doppelfärbung IL-
1β und DAPI. (A) In der nicht-ischämischen Retina waren keine (-) markierten 
Zellen nachweisbar. (B) 3 h postischämisch kam es zum Auftreten einzelner (+) 
positiver Zellen in der inneren Retina. (C-D) 6 h und 12 h nach Beendigung der 




Abbildung 14: 3fach Färbung zur Identifizierung IL-1β-produzierender Zellen. (A-C) 
IL-1β, OX42, DAPI. IL-1β-exprimierende Zellen sind OX42-positiv, aber nicht alle 
Mikrogliazellen/Makrophagen exprimieren IL-1β. (D-F) IL-1β, GFAP, DAPI. Eine 
Kolokalisation von IL-1β und GFAP ließ sich nicht nachweisen. 
5.1.5 IL-1β-exprimierende Zellen sind OX42-positiv und GFAP-negativ 
Im nächsten Schritt wurden die nach TRI auftretenden IL-1β-positiven Zellen 
typisiert. Aufgrund morphologischer Ähnlichkeit zu amöboiden OX42-positiven 
Zellen wurde zunächst eine Doppelfärbung für IL-1β und OX42 durchgeführt. 
Hierbei zeigte sich, dass IL-1β-exprimierende Zellen auch OX42-positiv waren, 
jedoch nicht alle OX42-positiven Zellen auch IL-1β exprimierten (Abb. 14: A-C). 
Anschließend wurde untersucht, ob Astrozyten an der Produktion von IL-1β im 
Rahmen der TRI beteiligt waren. Der hierzu verwendete Antikörper Rabbit-anti-
GFAP (vgl. Tab. 2) war gegen das saure Gliafaserprotein, ein zytoplasmatisches 
Intermediärfilament von Astrozyten, gerichtet. Eine Kolokalisation von IL-1β und 






5.2 Produktion proinflammatorischer Zytokine nach transienter 
retinaler Ischämie 
5.2.1 Transiente retinale Ischämie führt zu einem Anstieg der IL-1β-mRNA-
Expression zu frühen postischämischen Zeitpunkten 
Infolge des Nachweises IL-1β-positiver Zellen nach TRI, wurde die IL-1β-
Expression auf mRNA-Niveau untersucht. Hierzu wurde eine RT-PCR 
durchgeführt und die Menge an IL-1β-cDNA bei Kontrolltieren und zu 
verschiedenen Zeitpunkten postischämisch semiquantitativ bestimmt (Tab. 6, Abb. 
15). In der nicht-ischämischen Retina fanden sich geringe basale Mengen an IL-1β 
(1,58  0,4 ng/μl). TRI führte zu einer signifikanten Erhöhung der Spiegel an IL-1β-
cDNA zu frühen postischämischen Zeitpunkten (3 h, 6 h, 12 h), verglichen mit den 
Basalwerten (Tab. 6). Dieser Anstieg war 3 h nach TRI nachweisbar (p < 0,05), 
erreichte 6 h postischämisch, bezogen auf Kontrollen, sein Maximum (p < 0,05) 
und blieb 12 h nach Beendigung der Ischämie bestehen (p < 0,05). Die IL-1β-
cDNA-Mengen zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h und 12 h nach TRI unterschieden sich 
nicht signifikant voneinander. 24 h nach retinaler Ischämie fiel die Menge an IL-1β-
cDNA, im Vergleich zu den frühen postischämischen Zeitpunkten ab (p < 0,05) 
und unterschied sich nicht mehr signifikant von den Basalwerten. 
 
Tabelle 6: Semiquantitative Bestimmung der Menge an IL-1β-cDNA. 1 Zeitpunkt 
postischämisch, 2 in (ng/μl), 3 MW  SEM 
 
Gruppe Kontrolle 3 h1 6 h1 12 h1 24 h1 





5.2.2 Transiente retinale Ischämie führt zu einem Anstieg der Menge an 
TNFα-mRNA 
Für eine umfassendere Analyse der akuten Entzündungsreaktion nach TRI wurde 
die Expression eines zweiten proinflammatorischen Zytokins untersucht. Hierzu 
wurde eine RT-PCR durchgeführt und die Menge an TNFα-cDNA bei 
Kontrolltieren und zu verschiedenen Zeitpunkten postischämisch semiquantitativ 
bestimmt (Tab. 7, Abb. 16). Bei Kontrolltieren fanden sich niedrige basale Mengen 
von TNFα-cDNA (1,08  0,63 ng/μl). Drei Stunden postischämisch war ein 
signifikanter Anstieg der Spiegel an TNFα-cDNA, verglichen mit Basalwerten (p < 
0,05), zu verzeichnen. Die TNFα-cDNA-Konzentration erreichte zwischen 6 h und 
12 h nach retinaler Ischämie ein frühes Maximum. 24 h nach TRI fiel die Menge an 
TNFα-cDNA bezogen auf den Zeitpunkt 12 h postischämisch ab (p < 0,05) und 
blieb verglichen mit den Basalwerten leicht erhöht (p < 0,05). 
 
 
Abbildung 15: Menge an IL-1β-cDNA bei Kontrolltieren und nach TRI. Ausgehend 
von niedrigen basalen Spiegeln an IL-1β-cDNA, kam es postischämisch zu einem 
Anstieg der IL-1β-cDNA-Konzentration, nachweisbar 3 h, 6 h und 12 h nach TRI. 




Tabelle 7: Semiquantitative Bestimmung der Menge an TNFα-cDNA. 1 Zeitpunkt 
postischämisch, 2 in (ng/μl), 3 MW  SEM 
 
Gruppe Kontrolle 3 h1 6 h1 12 h1 24 h1 








Abbildung 16: Konzentration der TNFα-cDNA bei Kontrolltieren und nach TRI. 
Ausgehend von niedrigen Basalwerten kam es nach retinaler Ischämie zu einer 
Zunahme der TNFα-cDNA-Spiegel. Diese erreichten zwischen 6 h und 12 h 
postischämisch ein frühes Maximum und waren 24 h nach TRI wieder rückläufig. 




5.2.3 Die TNFα-Proteinexpression spiegelt die Genexpression nach 
transienter retinaler Ischämie wider 
Nach der Analyse der postischämischen TNFα-Genexpression wurde geprüft, ob 
die auf mRNA-Niveau messbaren Unterschiede auch der Expression auf 
Proteinebene entsprechen. Die Bestimmung der retinalen TNFα-Expression bei 
Kontrolltieren und zu verschiedenen Zeitpunkten postischämisch erfolgte mittels 
ELISA (vgl. 4.11). Alle Werte wurden semiquantitativ als Prozent von Kontrollen 
(Kontrolle = 100 %) angegeben (Tab. 8, Abb. 17). Drei Stunden nach TRI stieg die 
Menge an TNFα-Protein auf 134 %, bezogen auf Kontrollen (p < 0,05), und blieb 6 
h und 12 h postischämisch, im Vergleich zu den Basalwerten, erhöht (p < 0,01). 
Die TNFα-Expression zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h und 12 h nach TRI unterschied 
sich nicht signifikant voneinander. 24 h nach Beendigung der Ischämie war ein 
signifikanter Unterschied zu den basalen Werten der Kontrolltiere nicht mehr 
nachweisbar.  
 
Tabelle 8: Bestimmung der retinalen Proteinmenge an TNFα. 1 Zeitpunkt postischämisch, 
2 als Prozent von Kontrollen , 3 MW  SEM 
 
Gruppe 3 h1 6 h1 12 h1 24 h1 






5.3 Modulation der akuten Entzündungsreaktion durch 
Simvastatin 
Im zweiten Teil der vorliegenden Studie wurde eine mögliche Modulation der 
inflammatorischen Antwort nach TRI durch Simvastatingabe evaluiert. Hierzu 
wurde den Tieren der Gruppe 3 (vgl. Abb. 5) eine Stunde postischämisch, 8 mg 
Simvastatin pro kg KG injiziert (vgl. 4.4). Zur Untersuchung des alleinigen 
Injektionseffekts, sowie einer möglichen Wirkung der zur Lösung des Simvastatins 
verwendeten Substanzen, erhielten die Tiere der Gruppe 4 (vgl. Abb. 5) eine 
Stunde postischämisch eine Vehikelinjektion (vgl. 4.5). Die Enukleation der Bulbi 
erfolgte 3, 6 und 12 Stunden postischämisch. Es wurden immunhistochemische 
Färbungen mit den Antikörpern Goat-anti-IL-1β (vgl. Tab. 2) und Mouse-anti-
 
 
Abbildung 17: Retinale TNFα-Proteinkonzentration als Prozent von Kontrollen, 
gemessen mittels ELISA. Postischämisch kam es zu einer Steigerung der TNFα-
Konzentration. Die TNFα-Spiegel zu den Zeitpunkten 3 h, 6 h und 12 h nach TRI 
unterschieden sich nicht signifikant voneinander. + = p < 0,05 vs. Kontrollen; ++ = p 




CD11b (OX42, vgl. Tab. 2), RT-PCR zur Bestimmung der cDNA-Spiegel von IL-1β 
und TNFα und ELISA zur Quantifizierung der retinalen TNFα-Proteinmenge, 
analog zum ersten Teil der Studie, durchgeführt. 
5.3.1 Die postischämische Injektion von Simvastatin oder Vehikel führt zu 
einem Anstieg der IL-1β-mRNA-Spiegel 
Der Einfluss der postischämischen Applikation von Simvastatin oder Vehikel auf 
die IL-1β-mRNA-Spiegel nach TRI wurde analysiert. Die Untersuchung ergab, 
dass sowohl die Injektion des Statins als auch die Gabe des Vehikels zu einer 
Zunahme der Menge an IL-1β-cDNA zu frühen postischämischen Zeitpunkten 
führte (Tab. 9, Abb. 18). Drei Stunden nach retinaler Ischämie war, verglichen mit 
Tieren der Gruppe 2, ein Anstieg der IL-1β-cDNA-Konzentration nach Injektion von 
Simvastatin oder Vehikel messbar (p < 0,05). Zwischen den Gruppen 3 und 4 ließ 
sich zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied feststellen. 6 h 
postischämisch kam es, verglichen mit Tieren ohne Injektion, sowohl nach Statin-
als auch nach Vehikelgabe zu einer Erhöhung der IL-1β-cDNA-Spiegel (p < 0,05). 
Gruppe 3 und 4 unterschieden sich auch zum Zeitpunkt 6 h nach TRI nicht 
signifikant voneinander. 12 h nach Beendigung der Ischämie zeigte sich eine 
ähnliche Tendenz wie zu den früheren postischämischen Zeitpunkten. Signifikante 
Unterschiede zwischen den Gruppen 2, 3 und 4 zu diesem Zeitpunkt ergaben sich 
allerdings nicht. 
 
Tabelle 9: Semiquantitative Bestimmung [IL-1β-cDNA] in (ng/μl). 1 MW  SEM, 2 Zeitpunkt 
postischämisch 
 
 keine Injektion1 Simvastatin1 Vehikel1 
3 h2 10,58  0,95 13,64  0,77 16,55  1,66 
6 h2 13,38  0,74 17,30  0,60 17,62  0,92 






5.3.2 Simvastatin-Behandlung erhöht die Anzahl IL-1β-positiver Zellen in der 
Retina 
Dem Nachweis erhöhter IL-1β-cDNA-Spiegel nach Statininjektion zu den 
Zeitpunkten 3 h und 6 h postischämisch schlossen sich Untersuchungen an, um 
zu klären, ob diese Veränderungen auch auf zellulärer Ebene sichtbar sind. Hierzu 
wurden Gefrierschnitte der entsprechenden Gruppen mit Goat-anti-IL-1β (vgl. Tab. 
2) inkubiert und die Anzahl positiver Zellen pro Schnitt semiquantitativ (vgl. Tab. 3) 
bestimmt. Nach Injektion von Simvastatin kam es, im Vergleich zu Tieren, die 
lediglich die TRI erhielten, zu einer Zunahme IL-1β-positiver Zellen in den inneren 
Retinaschichten. Fanden sich 3 h postischämisch bei Tieren der Gruppe 2 
einzelne (+) positive Zellen (Abb. 19 A), so konnten nach Statingabe zum selben 
Zeitpunkt zahlreiche (++) IL-1β-exprimierende Zellen detektiert werden (Abb. 19 B). 
6 h nach TRI stieg die Zahl IL-1β-positiver Zellen von zahlreichen (++) bei Gruppe 
2 (Abb. 19 C) auf massenhaft (+++) bei Gruppe 3 (Abb. 19 D). 
 
 
Abbildung 18: Beeinflussung der IL-1β-cDNA-Konzentration durch Simvastatin und 
Vehikel. Sowohl die Injektion des Statins, als auch die Gabe des Vehikels führt zu 
einer Zunahme der Menge an IL-1β-cDNA zu frühen postischämischen Zeitpunkten.  






5.3.3 Die Anzahl OX42-positiver Zellen wird durch Simvastatininjektion nicht 
verändert 
Nachdem IL-1β-exprimierende Zellen im ersten Teil der Studie nachweislich 
OX42-positiv waren (vgl. 5.1.5) und eine Zunahme der Zahl IL-1β-positiver Zellen 
nach Simvastatininjektion zu frühen postischämischen Zeitpunkten nachgewiesen 
werden konnte (vgl. 5.3.2), wurde im nächsten Schritt untersucht, ob die Anzahl 
OX42-positiver Zellen nach Statingabe ebenfalls verändert wäre. Hierzu wurde die 
Menge an OX42-positiven Zellen pro Schnitt 3 h und 6 h postischämisch bei 
Tieren, welche Simvastatin erhielten, bestimmt und mit den zuvor ermittelten 
Werten der Gruppe 2 verglichen. Sowohl 3 h als auch 6 h nach TRI ergab sich 
kein signifikanter Unterschied in der Zellzahl zwischen den Gruppen mit und ohne 
Simvastatininjektion (Tab. 10, Abb. 20). Zellmorphologie, Anfärbbarkeit und 
 
Abbildung 19: Verteilung IL-1β-positiver Zellen (Pfeile) in der inneren Retina. 
Doppelfärbung IL-1β und DAPI. (A) 3 h postschämisch waren einzelne (+) positive 
Zellen nachweisbar. (B) Nach Statininjektion stieg deren Zahl an. Zahlreiche (++) 
Zellen konnten detektiert werden. (C) 6 h nach TRI kam es zum Auftreten 
zahlreicher (++) IL-1β-positiver Zellen. (D) Die Gabe von Simvastatin erhöhte ihre 




Lokalisation unterschieden sich nach Statingabe ebenfalls nicht wesentlich von 
den Gruppen, die nur die TRI erhielten. 
 
Tabelle 10: Anzahl OX42-positiver Zellen pro Retinaschnitt. 1 Zeitpunkt postischämisch, 
 2 keine Injektion, 3 Simvastatin, 4 MW  SEM 
 
 3 h1_ Gr.22 3 h1_Gr.33 6 h1_Gr.22 6 h1_Gr.33 






5.3.4 IL-1β-exprimierende Zellen nach Statingabe sind OX42-positiv 
Um bei steigender Anzahl IL-1β-positiver Zellen und gleichbleibender Zahl OX42-
markierter Zellen nach TRI und Simvastatininjektion eine mögliche Beteiligung 
anderer Zelltypen an der IL-1β-Produktion nach Statingabe zu untersuchen, 
 
 
Abbildung 20: Anzahl OX42-positiver Zellen mit und ohne Statininjektion zu frühen 
postischämischen Zeitpunkten. Sowohl 3 h als auch 6 h nach TRI ergab sich kein 
signifikanter Unterschied in der Zellzahl zwischen den Gruppen mit und ohne 




wurden Doppelfärbungen für IL-1β und OX42 sowie IL-1β und GFAP durchgeführt. 
IL-1β-exprimierende Zellen waren OX42-positiv (Abb. 21). Nicht alle OX42-
positiven Zellen exprimierten auch IL-1β. Eine Kolokalisation mit GFAP konnte 




5.3.5 Postischämische Injektion von Simvastatin oder Vehikel führt nicht zu 
signifikanten Änderungen der TNFα-mRNA-Konzentration 
 
Es wurde der Einfluss der postischämischen Injektion von Simvastatin oder 
Vehikel auf die TNFα-mRNA-Spiegel nach TRI untersucht. Wenngleich sich bei 
initial niedrigen Mengen an TNFα-cDNA und kleiner Gruppengröße keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen 2 bis 4 nachweisen ließen, 
waren tendenzielle Veränderungen erkennbar (Tab. 11, Abb. 22). Drei Stunden 
postischämisch führte sowohl die Injektion von Statin als auch von Vehikel zu 
einem leichten Anstieg der TNFα-cDNA-Konzentration. 6 h nach TRI kam es durch 
Gabe von Simvastatin zu einem Abfall der Menge an TNFα-cDNA. Die 
postischämische Injektion von Vehikel führte zum gleichen Zeitpunkt zu einer 
Zunahme des TNFα-cDNA-Spiegels. Gruppe 3 und 4 zum Zeitpunkt 6 h 
postischämisch unterschieden sich signifikant voneinander (p < 0,05). 12 h nach 
Abbildung 21: 3fach-Färbung IL-1β, OX42 und DAPI zur Identifizierung der IL-1β-
exprimierenden Zellen nach TRI und Statingabe. (A) IL-1β-markierte Zellen in der 
inneren Retina. (B) OX42-positive Zellen. (C) IL-1β, OX-42 und DAPI. IL1β-





Beendigung der Ischämie zeigte sich eine leichte Abnahme der Menge an TNFα-
cDNA nach Statininjektion verglichen mit Gruppe 2. 
 
Tabelle 11: Semiquantitative Bestimmung [TNFα-cDNA] in (ng/μl). 1 MW  SEM, 
 2  Zeitpunkt postischämisch 
 
 keine Injektion1 Simvastatin1 Vehikel1 
3 h2 4,00  0,86 5,40  0,81 5,68  0,66 
6 h2 5,34  0,55 4,12  0,28 6,15  0,64 








Abbildung 22: Beeinflussung der TNFα-cDNA-Konzentration durch Simvastatin 
und Vehikel. Es  ließen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Gruppen mit und ohne Statininjektion bzw. Vehikelgabe nachweisen. 3 Stunden 
postischämisch kam es nach Injektion von Statin zu einem leichten Anstieg, 6 h und 
12 h  nach TRI zu einem geringen Abfall der TNFα-cDNA-Spiegel. 




5.3.6 Die Behandlung mit Simvastatin führt zu einer Abnahme der TNFα-
Proteinexpression zum Zeitpunkt 12 h postischämisch 
Nach der Analyse der TNFα-Genexpression nach TRI und Statinbehandlung, 
wurde untersucht, ob die auf mRNA-Niveau sichtbaren tendenziellen 
Veränderungen in der Zytokinmenge auch auf Proteinebene nachweisbar sind. 
Hierzu wurde ein ELISA (vgl. 4.11) durchgeführt und zunächst die TNFα-
Proteinkonzentration der Gruppen 2 und 3 miteinander verglichen (Tab. 12, Abb. 
23). Drei und 6 Stunden nach TRI und Simvastatininjektion ergaben sich keine 
signifikanten Unterschiede zu den Gruppen ohne Statinbehandlung. Tendenzielle 
Veränderungen zu diesen Zeitpunkten waren, wie auch schon auf mRNA-Niveau 
(vgl. 5.3.5), messbar, wobei es 3 h postischämisch zu einer geringen Steigerung 
und 6 h nach TRI zu einem leichten Rückgang der TNFα-Proteinmenge kam. 
Zusammenfassend konnte festgehalten werden, dass die TNFα-Proteinexpression 
nach Statingabe die Genexpression widerspiegelte. Zum Zeitpunkt 12 h 
postischämisch war eine signifikante Reduktion der Menge an TNFα-Protein in der 
Gruppe mit Statininjektion verglichen mit den Tieren der Gruppe 2 sichtbar (p < 
0,05). Zur Klärung der Frage, ob es sich hierbei um einen direkten 
Wirkmechanismus von Simvastatin oder um einen Injektionseffekt handelte, wurde 
die TNFα-Proteinkonzentration der Gruppe 4 zum Zeitpunkt 12 h postischämisch 
bestimmt. Die Gabe des Vehikels verringerte die Menge an TNFα nicht, sondern 
bewirkte eine leichte Steigerung der TNFα-Proteinkonzentration. Gruppe 3 und 4 
unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt signifikant voneinander (p < 0,05). 
 
Tabelle 12: Bestimmung [TNFα-Protein] als Prozent von Kontrollen. 1 MW  SEM,  
2 Zeitpunkt postischämisch, 3 nicht bestimmt 
 
 keine Injektion1 Simvastatin1 Vehikel1 
3 h2 134,49  9,54 177,10  44,11 n.b.3 
6 h2 160,64  30,22 102,43  18,51 n.b.3 










Abbildung 23: Beeinflussung der retinalen TNFα-Proteinkonzentration durch 
Simvastatin und Vehikel. Drei Stunden postischämisch kam es zu einer geringen 
Steigerung und 6 h nach TRI zu einem leichten Rückgang der TNFα-Proteinmenge 
nach Simvastatininjektion. 12 h postischämisch war nach Statin-Behandlung, aber 
nicht nach Vehikelgabe eine signifikante Reduktion der Menge an TNFα-Protein 
sichtbar. * = p < 0,05 (MW  SEM; Mann-Whitney-U-Test) 
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6. DISKUSSION 
6.1 Diskussion der Methoden 
Versuchstiere 
Auf der Suche nach klinisch relevanten Tiermodellen wurden Studien zur retinalen 
Minderperfusion an zahlreichen Spezies, unter anderem Primaten (Hayreh und 
Weingeist 1980) und Kleinnagern (Buchi et al. 1991, Hughes 1991, Adachi et al. 
1996), durchgeführt. Unterschiedliche arterielle Versorgungsmuster limitieren 
hierbei die Vergleichbarkeit zwischen den Arten und die Transponierbarkeit auf die 
menschliche Netzhaut. Obgleich höhere Primaten die größte Ähnlichkeit zum 
Menschen aufweisen, verbietet sich deren umfassende Verwendung aus 
ethischen, praktischen und ökonomischen Gründen (Osborne et al. 2004). Unter 
Beachtung dieser Aspekte wurden zunehmend Ratten für die Erforschung von 
Netzhautischämien eingesetzt, wobei von einer primaten-ähnlichen, jedoch nicht 
identischen retinalen Blutversorgung ausgegangen werden muss (Sugiyama et al. 
1999). Neben anatomischen Abweichungen begrenzen auch funktionelle 
Unterschiede die Übertragbarkeit zwischen den Spezies. Während bei der Ratte 
die äußere Retina als ischämieresistenter gilt, weisen bei Primaten die inneren 
Retinaschichten eine höhere Ischämietoleranz auf (Hughes 1991). Wie Safa und 
Osborne zeigen konnten, beeinflusst ferner der retinale Pigmentationsgrad das 
Ausmaß ischämischer Schädigung, wobei Albinoratten empfindlicher auf 
druckinduzierte Ischämie reagieren als pigmentierte Tiere (Safa und Osborne 
2000). 
Induktion der transienten retinalen Ischämie mit der HIOP-Methode 
Die HIOP-Methode zur Erzeugung einer transienten retinalen Ischämie ist bei 
allen oben genannten Spezies etabliert und wurde in der, in dieser Arbeit 
angewendeten Form, erstmalig 1991 von Büchi und Mitarbeitern am Rattenauge 
beschrieben (Buchi et al. 1991). In den darauffolgenden Jahren wurde sie von 
verschiedenen Gruppen übernommen (Adachi et al. 1996, Zhou et al. 2000) und 
gewann zuletzt als ein gut reproduzierbares Läsionsmodell in der eigenen 
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Arbeitsgruppe an Bedeutung (Schmeer et al. 2008). Neben der technisch 
unproblematischen Durchführung und guten Wiederholbarkeit gelten die variabel 
festlegbare Ischämiedauer, die Reversibilität der Ischämie und eine mögliche 
Verwendung des kontralateralen Auges als intraindividuelle Kontrolle als Vorteile 
gegenüber anderen Ischämiemodellen. Als nachteilig müssen nicht-
ischämiespezifische Veränderungen durch Druckschäden der Retina und des 
optischen Nervs (Hughes 1991), die Entstehung okulärer Entzündungen durch 
Punktion der vorderen Kammer (Adachi et al. 1996) und die begrenzte klinische 
Übertragbarkeit gewertet werden. HIOP führt zu einer Unterbrechung der retinalen 
und choroidalen Blutzufuhr und resultiert in einer kompletten Retinaischämie. Dies 
stellt einen bedeutenden Unterschied zum Zentralarterienverschluss des 
Menschen dar, bei dem es zu einer Ischämie der inneren Retina bei 
unbeeinträchtigter Perfusion der äußeren Netzhautschichten kommt. Als 
alternatives Läsionsmodell kann die Ligatur des Nervus opticus bei gleichzeitigem 
Verschluss der den Sehnerven angelagerten Gefäße (A. centralis retinae und Aa. 
ciliares posteriores, (Stefansson et al. 1988) aufgefasst werden (vgl. Tab. 1). 
Neben der druckinduzierten retinalen Ischämie muss der 
Augeninnendruckerhöhung selbst klinische Relevanz beigemessen werden. 
Wenngleich zahlreiche Tiermodelle zur Untersuchung glaukomatöser 
Schädigungsmechanismen existieren (vgl. Tab. 1), so basieren diese mit 
Ausnahme der HIOP auf einer chronischen Erhöhung des Augeninnendruckes, 
vergleichbar dem Bild des Offenwinkelglaukoms. Einzig das verwendete Modell 
des plötzlichen starken Augeninnendruckanstiegs spiegelt den 
Pathomechanismus des akuten Winkelblockglaukoms wider (Osborne et al. 2004). 
Neben der, wenn auch begrenzten klinischen Relevanz kann HIOP als eines der 
grundlegenden in vivo Modelle zur Untersuchung zellulärer Reaktionen 
neuronalen Gewebes auf ischämische Zustände verstanden werden. 
Die Verwendung von Chloralhydrat zur Narkoseeinleitung erfolgte in Anlehnung an 
frühere Arbeiten (Buchi et al. 1991, Adachi et al. 1996). Wir verzichteten hierbei 
bewusst auf den Einsatz von Barbituraten, welche aufgrund ihrer 
kardiodepressiven Wirkung eine okulare Minderperfusion verstärkt hätten (Hughes 
1991). Von der Anwendung alternativer nicht kardiodepressiver Anästhetika wie 
Ketamin und Fentanyl wurde aufgrund möglicher antiexzitotoxischer und 
neuroprotektiver Effekte abgesehen (Olney et al. 1986, Ozden und Isenmann 
                                                                                                                                                                              DISKUSSION 
 53
2004). Zum Ausschluss anästhesiebedingter Gruppenunterschiede erhielten alle 
Tiere inklusive der Kontrolltiere (Gruppe 1) eine Chloralhydratinjektion. 
Prä- und postoperativ wurden Ofloxacin-Augentropfen zur Infektionsprophylaxe 
eingesetzt. Die Durchführung einer perioperativen Antibiotikaprophylaxe erfolgte in 
Anlehnung an Zhou und Mitarbeiter (Zhou et al. 2000). Anstelle des dort 
verwendeten Gentamicins fand in der vorliegenden Arbeit das 
Breitspektrumantibiotikum Ofloxacin Anwendung. Sein Wirkspektrum umfasst 
wesentliche Keime von Oberflächeninfektionen des äußeren Auges inklusive 
Pathogenen, die eine Resistenz gegenüber Gentamicin aufweisen (ODDB 2000). 
Ofloxacin wirkt durch Hemmung der Bakterien-DNS-Gyrase bakterizid und sollte 
einer erregerassoziierten und damit nicht ischämiebedingten Entzündungsreaktion 
entgegen wirken. Tierexperimentell konnte eine Anreicherung von lokal 
appliziertem Ofloxacin in Hornhaut, Bindehaut, Sklera, Iris, Ziliarkörper und 
vorderer Augenkammer nachgewiesen werden. Daten zur systemischen 
Resorption nach lokaler Applikation liegen bislang nicht vor (AMZV 2006). 
Die Beurteilung des Augeninnendruckes während HIOP erfolgte visuell und 
apparativ. Sichtbare Zeichen der okulären Minderperfusion, wie das Abbleichen 
der vorderen Augenabschnitte mit Beginn der Druckerhöhung, ließen sich durch 
Augeninnendruckmessung mittels Rebound-Tonometer verifizieren. Diese 
Methode wurde von Kontiola und Mitarbeitern am Rattenauge validiert (Kontiola et 
al. 2001) und wird in der eigenen Arbeitsgruppe regulär angewendet (Schmeer et 
al. 2008). 
Die HIOP-induzierte Minderperfusion wurde 75 Minuten lang aufrecht erhalten und 
durch Entfernen der Nadel aus der vorderen Augenkammer abrupt beendet. Diese 
Ischämiedauer ergab sich unter Beachtung von bekannten Studien anderer 
Arbeitsgruppen. So konnten Safa und Osborne anhand von 
elektrophysiologischen Untersuchungen zeigen, dass eine 35-minütige Ischämie 
zu irreversiblen funktionellen Veränderungen bei der Albinoratte führt (Safa und 
Osborne 2000). Takahashi und Mitarbeiter beschrieben anhaltende 
morphologische Retinaveränderungen, wie die Degeneration innerer 
Retinaschichten und die Abnahme der Ganglienzellzahl, nach 45 Minuten 
andauernder HIOP (Takahashi et al. 1992). Andere Studien postulieren 
reproduzierbare histologische Veränderungen nach 60-minütiger TRI (Hughes 
1991). In Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe fand sich 10 Tage nach 75-
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minütiger HIOP eine Abnahme der retinalen Ganglienzellzahl um 64 Prozent, so 
dass hierbei von einer hinreichenden Ischämiedauer zur Erzeugung 
reproduzierbarer Veränderungen ausgegangen werden kann (Schmeer et al. 
2008). 
Simvastatin-Behandlung 
Im zweiten Teil der Studie wurde den Tieren der Gruppe 3 einmalig Simvastatin (8 
mg pro kg KG) subkutan eine Stunde postischämisch injiziert. In 
vorangegangenen Untersuchungen durch die Arbeitsgruppe war der Einfluss der 
Substanzen Mevastatin, Pravastatin, Lovastatin und Simvastatin auf das 
Ganglienzellüberleben nach TRI untersucht wurden. Hierbei ließ sich für 
Pravastatin und Simvastatin das günstigste Wirkprofil nachweisen (Schmeer et al. 
2008), so dass die Versuche in der vorliegenden Arbeit mit Simvastatin fortgeführt 
wurden. Wenngleich in der klinischen Anwendung beim Menschen Dosierungen 
bis 1 mg/kg/d Anwendung finden, weisen die in Tierversuchen applizierten 
Mengen eine große Spannbreite auf und reichen von 0,2 bis 20 mg/kg/d (Schmeer 
et al. 2008). Da in Voruntersuchungen Dosierungen kleiner als 4 mg/kg/d keine 
signifikante Wirkung auf das Ganglienzellüberleben zeigten (Schmeer et al. 2008), 
wurde in der vorliegenden Arbeit eine Statinkonzentration von 8 mg/kg/d gewählt. 
Mit Blick auf die klinische Relevanz entschieden wir uns für die einmalige 
postischämische Injektion. Eine Vorbehandlung oder eine Behandlung mit 
Statinen über einen längeren Zeitraum fand somit nicht statt. Die Injektion erfolgte 
subkutan, da sich die intraperitoneale Gabe in vorangegangenen Versuchen als 
unwirksam erwiesen hatte (Schmeer et al. 2008). Zur Untersuchung des alleinigen 
Injektionseffekts sowie einer möglichen Wirkung der zur Lösung des Statins 
verwendeten Substanzen wurde den Tieren der Gruppe 4 eine Stunde 
postischämisch einmalig ein Vehikel injiziert. 
Vorangegangene Untersuchungen postulieren substanz- und 
konzentrationsspezifische Wirkungen dieser Medikamente. So ist Simvastatin als 
lipophiler Vertreter der Gruppe in der Lage Membranen durch passive Diffusion zu 
überwinden, während für die Aufnahme hydrophiler Substanzen, wie Pravastatin 
spezifische Transporter benötigt werden (Mason 2006). Des Weiteren beeinflusst 
Simvastatin dosisabhängig die basale Sekretion von IL-6 durch Mikrogliazellen in 
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vitro. Wie Lindberg und Mitarbeiter zeigen konnten, führen niedrige Mengen von 
Simvastatin zu einem Anstieg der basalen IL-6-Sekretion, während hohe Dosen 
eine Reduktion der IL-6-Spiegel zur Folge haben (Lindberg et al. 2005). 
6.2 Diskussion der Ergebnisse 
OX42-positive Zellen sind Bestandteil der nicht-ischämischen Retina 
Mikrogliazellen kommen in allen Bereichen des zentralen Nervensystems inklusive 
dem optischen Nerv und der Netzhaut vor (Farber und Kettenmann 2005). Ihre 
Vorläuferzellen treten während der späten Embryonal- und frühen 
Postnatalperiode über die noch unreifen Blutgefäße in die Retina ein und sind in 
der sich entwickelnden Netzhaut überwiegend in der INL, IPL und GCL lokalisiert 
(Langmann 2007, Chen et al. 2002). Als eine Hauptaufgabe dieser Zellen muss 
die Phagozytose und Elimination von Zelltrümmern degenerierender Neurone der 
IPL und GCL gewertet werden (Langmann 2007). Nach Abschluss der ZNS-
Entwicklung wandeln sich die zuvor amöboiden phagozytierenden Mikrogliazellen 
in ruhende dendritische Zellen des reifen ZNS (Barron 1995, Davis et al. 1994). 
In der Retina adulter Ratten sahen wir einzelne OX42-positive Zellen in den 
inneren Retinaschichten (INL, IPL, GCL) mit überwiegender Lokalisation in der IPL 
(vgl. 5.1.1). Diese Zellen bestanden aus einem ovalen Zellkern sowie feinen, 
verzweigten Fortsätzen und wurden im Weiteren als dendritische Zellen 
bezeichnet. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit Untersuchungen von Zhang 
und Mitarbeitern, welche zusätzlich zu dem in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten Antikörper OX42 die Primärantikörper anti-5D4 und anti-ED1 
verwendeten (Zhang et al. 2005a). Gilt OX42 als etablierter Marker zum Nachweis 
von Mikrogliazellen/Makrophagen unabhängig von ihrem Aktivierungszustand, so 
markiert anti-5D4 ein Keratansulfatepitop, welches eine hochdifferenzierte 
Subpopulation mikroglialer Zellen charakterisiert und anti-ED1 bindet das von 
Monozyten und Makrophagen exprimierte Antigen ED1 (Zhang et al. 2005a). 
Entsprechend müssen bei der Interpretation der Ergebnisse die Grenzen der 
immunphänotypischen Charaktersierung von Mikrogliazellen berücksichtigt 
werden. Da zahlreiche Antigene von mehreren Zellreihen exprimiert werden, gilt 
die klare Abgrenzung der Mikrogliazelle gegenüber Monozyten/Makrophagen 
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sowie die Unterscheidung von Neutrophilen Granulozyten in definierten 
Pathologien als schwierig (Barron 1995, Matsumoto et al. 2007). Wie Zhang und 
Mitarbeiter zeigen konnten, bilden Mikrogliazellen überdies eine heterogene 
Gruppe, deren Charaktersierung mit Hilfe eines Antikörpers nur mäßig gelingt. 
Durch Doppelfärbungen mit den oben genannten Antikörpern ließen sich in der 
nicht-ischämischen Retina drei Subpopulationen mikroglialer Zellen unterscheiden 
(OX42+ 5D4+, OX42+ 5D4-, OX42- 5D4+), wobei ein Großteil dieser Zellen, 
jedoch nicht alle, durch OX42 identifiziert werden konnten (Zhang et al. 2005a). 
Die Bedeutung der Mikrogliazellen unter physiologischen Bedingungen bleibt 
Gegenstand aktueller Forschung. Wie mittels in vivo Untersuchungen gezeigt 
werden konnte, verharren die Zellen im gesunden Gewebe nicht im Ruhezustand, 
sondern überwachen mit Hilfe der hoch dynamischen Fortsätze fortwährend ihre 
Umgebung (Nimmerjahn et al. 2005). Dieses Verhalten ermöglicht es der 
Mikrogliazelle „Abfallprodukte“ und Gewebetrümmer zu beseitigen (Nimmerjahn et 
al. 2005). Zahlreiche Oberflächenmoleküle, wie Wachstumsfaktor-, Zytokin-, 
Chemokin- und Komplementrezeptoren, konnten identifiziert werden und 
befähigen die Zellen fortwährend mit ihrer Umgebung in Kontakt zu treten 
(Langmann 2007). Weitere Ergebnisse legen nahe, dass Mikrogliazellen in der 
Lage sind durch Rezeptoren der klassischen Neurotransmitter Glutamat und 
GABA ferner neuronale Aktivität wahrzunehmen (Farber und Kettenmann 2005). 
Lange Zeit bereits galten Mikrogliazellen als die immunkompetenten Zellen des 
ZNS (Streit 2002). Neben oben genannten Zytokin- und Chemokinrezeptoren 
exprimieren sie phänotypische Marker antigenpräsentierender Zellen, wie MHC-
Moleküle und kostimulatorische Signale und besitzen die Fähigkeit zur Sekretion 
von Zytokinen und Chemokinen (Streit 2002, Matsubara et al. 1999, Langmann 
2007). 
Die Beobachtung, dass ruhende Mikrogliazellen kaum phagozytische Aktivität 
zeigen und nur geringe Mengen kostimulatorischer Moleküle exprimieren, hat zur 
Untersuchung von Kontrollmechanismen geführt, welche das Ausmaß der 
Mikrogliaaktivierung in der gesunden Retina begrenzen (Dick et al. 2003). 
Besondere Bedeutung kommt hierbei der Synthese von TGF-β durch das retinale 
Pigmentepithel und seiner antiinflammatorischen Wirkung sowie der Expression 
des CD200 Rezeptors auf monozytären Zellen zu (Langmann 2007). Dessen 
Interaktion mit seinem physiologischerweise auf Neuronen, Endothelzellen, 
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Lymphozyten und dendritischen Zellen vorkommenden Liganden limitiert die 
Mikrogliaaktivierung in der nicht-ischämischen Retina (Langmann 2007). 
Transiente retinale Ischämie führt zur Mikrogliazellaktivierung 
Mikrogliaaktivierung, wie sie bei zahlreichen Schädigungen des ZNS auftritt, ist 
durch charakteristische Abläufe geprägt, zu denen neben der Zunahme der 
Zellzahl, Änderungen der Zellmorphologie und Größe, Modifikationen der 
Genexpression, de novo-Expression von Oberflächenmolekülen und Freisetzung 
zahlreicher Mediatoren gehören (Langmann 2007, Streit et al. 1999). 
Wir sahen einen Anstieg der Zahl OX42-positiver Zellen in der inneren Retina 
nach TRI mit einem frühen Maximum 3 Stunden postischämisch (vgl. 5.1.2). Die 
Zellzahl blieb im gesamten Verlauf signifikant gegenüber Kontrollen erhöht. Eine 
von Zhang und Mitarbeitern durchgeführte semiquantitative Untersuchung OX42-
positiver Zellen nach 60-minütiger TRI bestätigte die erhöhte Zahl OX42-positiver 
Mikrogliazellen 24 h nach TRI, welche bis zu 2 Wochen nach retinaler Ischämie 
anhielt (Zhang et al. 2005a). Die Anzahl der Zellen 3 Stunden postischämisch war 
jedoch nicht Gegenstand dieser Studie, wodurch das oben genannte frühe 
Maximum nicht erfasst wurde. Zusammenfassend muss von einer 3 Stunden 
postischämisch, oder noch zeitiger beginnenden, ein frühes Maximum 
durchlaufenden und bis zu 2 Wochen persistierenden Zunahme OX42-positiver 
Zellen nach TRI ausgegangen werden. Eine Zunahme der Zahl an Mikrogliazellen 
fand sich ferner in anderen retinalen Läsionsmodellen, wie der Axotomie des 
optischen Nervs, der ischämieinduzierten Retinopathie und der lichtinduzierten 
Photorezeptordegeneration, so dass von einer Aktivierung dieser Zellen durch 
unterschiedliche Schädigungsmechanismen ausgegangen werden muss (Zhang 
und Tso 2003, Zhang et al. 2005b, Davies et al. 2006, Thanos 1991). 
Der Ursprung der, nach einer Schädigung auftretenden, Zellen ist noch nicht 
hinreichend geklärt. Immunphänotypische Gemeinsamkeiten der Mikrogliazelle mit 
Makrophagen legen das Vorhandensein einer gemeinsamen Vorläuferzelle und 
den Zellersatz durch Einwanderung monozytärer Zellen mit Ursprung im 
Knochenmark nahe. Wie Albini und Mitarbeiter unter Verwendung von 
Knochenmarkchimären zeigen konnten, muss unter physiologischen Bedingungen 
(nicht-ischämische Retina) jedoch von einer relativen Stabilität der 
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Mikrogliapopulation ausgegangen und Zellersatz durch Einwanderung von Zellen 
aus dem Knochenmark über die intakte Blut-Retina-Schranke als nachrangig 
angesehen werden (Albini et al. 2005). Gestützt wird diese Annahme durch 
neuere Untersuchungen von Kaneko und Mitarbeitern. Diese fanden in nicht-
läsionierten Mäuseaugen Zellen mit Ursprung im Knochenmark in großer Zahl im 
Ziliarkörper, in der Aderhaut und um den optischen Nerv, während innerhalb der 
Netzhaut nur einzelne dieser Zellen lokalisiert werden konnten (Kaneko et al. 
2008). Infolge retinaler Schädigung zeigte sich allerdings eine Zunahme oben 
genannter Zellen im Bereich retinaler Gefäße, des Ziliarkörpers und des optischen 
Nervs, welche sich im Folgenden über die gesamte Retina ausbreiteten (Kaneko 
et al. 2008). Dabei wies ein Großteil dieser Zellen morphologische und 
immunhistochemische Merkmale von Mikrogliazellen auf (Kaneko et al. 2008). 
Trotz der untergeordneten Bedeutung des Knochenmarks für den Zellersatz unter 
physiologischen Bedingungen muss von einer Rekrutierung peripherer Zellen mit 
Ursprung im Knochenmark sowie deren Differenzierung zu Mikrogliazellen nach 
retinaler Schädigung ausgegangen werden. Demgegenüber steht die postulierte 
Fähigkeit der Mikrogliazelle zur Proliferation (Davis et al. 1994). Wesentliche 
Voraussetzung wäre eine mitotische Aktivität der Zellen, welche für zerebrale 
Mikrogliazellen in vitro nachgewiesen werden konnte (Glenn et al. 1992). Aktuelle 
Untersuchungen belegen, dass auch retinale Mikrogliazellen infolge einer 
Schädigung des optischen Nervs zur Proliferation fähig sind (Wohl et al. 2010). 
In der vorliegenden Arbeit beobachteten wir als Reaktion auf die retinale Ischämie 
stereotype morphologische Veränderungen OX42-positiver Mikrogliazellen. 
Verglichen mit dem dendritischen Zelltyp der nicht-ischämischen Retina zeigten 
sich 3 Stunden nach HIOP vielgestaltige Mikrogliazellen/Makrophagen, welche 
durch unterschiedlich große, teils hypertrophe Zellkerne und eine beginnende 
Retraktion der Fortsätze gekennzeichnet waren (vgl. 5.1.3). Ein ähnliches Bild bot 
sich 6 h postischämisch. Diese Ergebnisse sind kongruent mit Untersuchungen 
anderer Arbeitsgruppen, welche entsprechende Veränderungen OX42-positiver 
Zellen 6 h nach 60-minütiger TRI sahen und diese Zellen als amöboid 
bezeichneten (Zhang et al. 2005a). Laut Streit und Mitarbeitern stellen sowohl die 
mikrogliale Hypertrophie als auch die Änderung im Verzweigungsmuster 
wiederkehrende morphologische Zeichen der Zellaktivierung dar (Streit et al. 
1999). In der vorliegenden Studie dominierten 12 h nach Beendigung der Ischämie 
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runde, hypertrophe Zellen mit einzelnen kurzen Fortsätzen das Bild, welche auch 
24 h postischämisch nachweisbar waren. Diese ähneln morphologisch 
phagozytierenden Mikrogliazellen im Gehirn und könnten an der Phagozytose 
degenerierender Zellen nach TRI beteiligt sein (Streit et al. 1999, Zhang et al. 
2005a). Zhang und Mitarbeiter beschrieben eine Rückkehr der Mikrogliazellen zur 
amöboiden Form ab dem 3. und eine Zunahme des Anteils dendritischer 
(ruhender) OX42-positiver Zellen zwischen dem 7. und 14. Tag nach retinaler 
Ischämie (Zhang et al. 2005a). Demzufolge muss reaktiven Mikrogliazellen die 
Fähigkeit zugesprochen werden, sich nach der Erholung des geschädigten 
Gewebes wieder in ihre ruhende Form umzuwandeln (Streit et al. 1999).  
Bedeutung der Mikrogliazellaktivierung 
In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff „aktiviert“ für Mikrogliazellen verwendet, 
welche nach neuronaler Schädigung eine charakteristische Morphologie 
aufweisen. Abzugrenzen hiervon ist die Bezeichnung „aktivierte Mikroglia“ in vitro, 
welche Zellen beschreibt, die z.B. durch Lipopolysaccharid stimuliert wurden 
(Streit et al. 1999). Von Bedeutung ist diese Unterscheidung, da stimulierte 
Mikrogliazellen in vitro ein um ein Vielfaches höheres Aktivierungsniveau 
aufweisen als aktivierte Zellen in vivo, was die Vergleichbarkeit zwischen diesen 
Modellen minimiert (Streit et al. 1999). 
In zahlreichen Untersuchungen konnte eine Beteiligung der Mikrogliazellen sowohl 
an neuroprotektiven als auch an neurodegenerativen Vorgängen nachgewiesen 
werden (Gonzalez-Scarano und Baltuch 1999, Streit 2002, Chen et al. 2002, Streit 
et al. 1999). Als wesentliche günstige Eigenschaften müssen in diesem 
Zusammenhang die Förderung neuronaler Regeneration nach Axotomie sowie die 
Produktion von Neurotrophinen und Wachstumfaktoren angesehen werden (Streit 
2002, Streit et al. 1999). Formen schädlicher Reaktionen sind die Freisetzung 
potentiell neurotoxischer Substanzen wie proinflammatorischer Zytokine, 
Arachidonsäure, Nitritoxid und reaktiver Sauerstoffspezies (Gonzalez-Scarano und 
Baltuch 1999). Eine Beteiligung der Mikrogliazelle an chronisch entzündlichen 
ZNS-Erkrankungen (Multiple Sklerose) gilt als sicher, auch für chronisch 
degenerative Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer wird sie angenommen 
(Gonzalez-Scarano und Baltuch 1999). Grundsätzlich scheint es notwendig, 
                                                                                                                                                                              DISKUSSION 
 60
hierbei zwischen akuter Schädigung und chronischen Erkrankungen zu 
unterscheiden. Während es im Rahmen der akuten Läsion zu einer kurzfristigen 
Mikrogliaaktivierung und Produktion proinflammatorischer Zytokine kommt, sind 
chronische Veränderungen durch eine anhaltende Zellaktivierung und langfristig 
erhöhte Zytokinspiegel gekennzeichnet (Streit et al. 1999). Ersteres könnte in der 
Akutsituation die Neuroregeneration fördern, während chronische Aktivierungen 
Neurodegeneration noch verstärken würden (Streit et al. 1999). 
TRI führt zur gesteigerten Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-
1β und TNFα zu frühen postischämischen Zeitpunkten 
In der vorliegenden Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf die Zytokine IL-1β 
und TNFα gelegt, da diese als die klassischen proinflammatorischen Zytokine 
gelten und vorangegangene Untersuchungen eine wesentliche Beteiligung dieser 
Substanzen an der Pathogenese der zerebralen und retinalen Ischämie nahe 
legen (Yoneda et al. 2001, Touzani et al. 1999, Wang und Shuaib 2002, Berger et 
al. 2008, Hangai et al. 1996). 
IL-1 kommt in den beiden Isoformen IL-1α und IL-1β vor, welche als 
Vorläufermoleküle synthetisiert werden (Dinarello 1996). Ihre Spaltung erfolgt 
durch das IL-1 converting enzyme (ICE, Caspase 1) in die reife Form. Während IL-
1α hauptsächlich membrangebunden existiert, wird IL-1β sezerniert (Wang und 
Shuaib 2002). Letzteres vermittelt seine Wirkung durch die Bindung an den IL-1-
Rezeptor-I, der für seine Aktivierung akzessorische Moleküle (Interleukin-1-
receptor accessory protein) benötigt und eine intrazelluläre Signalkaskade in Gang 
setzt, die unter anderem zur Freisetzung von Transkriptionsfaktoren wie NF-κB 
führt (Patel et al. 2003, Wang und Shuaib 2002). Neben dem oben genannten IL-
1-Rezeptor-I existiert ein IL-1-Rezeptor-II, welcher die Liganden bindet, jedoch 
kein Signal transduziert (Dinarello 1996). 
Im gesunden Gewebe finden sich nur geringe Mengen an IL-1β, wenngleich ein 
Anstieg der IL-1β-Spiegel im Rahmen zahlreicher ZNS-Pathologien beobachtet 
werden kann (Patel et al. 2003, Wang und Shuaib 2002). Obwohl sich die 
Läsionsmodelle hinsichtlich ihrer Schädigungsmechanismen unterscheiden, 
scheint IL-1β eine zentrale Bedeutung im Prozess des neuronalen Zelltods 
zuzukommen (Hanisch 2002). Wie frühere Arbeiten gezeigt haben, führt sowohl 
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fokale, durch Verschluss der A. cerebri media (middle cerebral artery occlusion, 
MCAO) induzierte, als auch globale zerebrale Ischämie (durch bilateralen 
Verschluss der A. carotis) zu einem Anstieg der IL-1β-mRNA-Level zu frühen 
postischämischen Zeitpunkten (Buttini et al. 1994, Sairanen et al. 1997). Auch 
wenn diverse Untersuchungen zur Expression von IL1-β nach retinaler 
Schädigung existieren, liegt zum aktuellen Zeitpunkt keine Studie zur 
Genexpression des Interleukins nach TRI vor. 
Wir untersuchten deshalb die Menge an IL1-β-cDNA bei Kontrolltieren und zu 
verschiedenen Zeitpunkten postischämisch (vgl. 5.2.1). Während sich in der nicht-
ischämischen Retina geringe Mengen an IL1-β nachweisen ließen, kam es nach 
TRI zu einem signifikanten Anstieg der IL1-β-cDNA-Spiegel zu den Zeitpunkten 3 
h, 6 h und 12 h postischämisch. Bereits 24 h nach TRI unterschied sich die Menge 
an IL1-β-cDNA nicht mehr signifikant von den Ausgangswerten. 
Zusammenfassend muss von einer wesentlichen Beteiligung dieses Zytokins an 
der akuten postischämischen Entzündungsreaktion ausgegangen werden. 
Entsprechende Veränderungen zeigten sich auch bei weiteren retinalen 
Läsionsmodellen wie der Ligatur des optischen Nervs. So fanden Hangai und 
Mitarbeiter eine signifikante Zunahme der IL1-β-Genexpression in der frühen 
Reperfusionsphase mit einem Maximum 12 h postischämisch und einem 
anschließenden Rückgang der IL1-β-cDNA-Spiegel, was eine stereotype Antwort 
IL1-β-produzierender Zellen in unterschiedlichen Ischämiemodellen nahe legt 
(Hangai et al. 1995). 
Bei der Interpretation dieser Ergebnisse sollte berücksichtigt werden, dass 
Transkription ohne Translation möglich ist und somit nicht in jedem Fall von der 
Genexpression auf die Proteinsynthese geschlossen werden kann (Dinarello 
1996). Als hilfreich hat sich hierbei die Durchführung von ELISA zur 
Quantifizierung des Proteinniveaus erwiesen, wobei in früheren Arbeiten zur TRI 
ein frühzeitiger postischämischer Anstieg von IL1-β auch auf Proteinebene 
nachgewiesen werden konnte. So konnten Zhou und Mitarbeiter zeigen, dass 
bereits eine ultrakurze Ischämiedauer von einer Minute zu einer messbaren 
Steigerung der IL1-β-Expression 6 h nach TRI führt (Zhou et al. 2000). Ein 
ähnlicher Zeitverlauf findet sich nach 45-minütiger TRI, wobei es ausgehend von 
geringen basalen IL1-β-Spiegeln zu einem transienten Anstieg der 
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Interleukinexpression 3 h bis 12 h postischämisch kommt, gefolgt von einem 
Rückgang auf Ausgangswerte 48 h nach TRI (Yoneda et al. 2001). 
Der Ursprung der IL-1β-Produktion bleibt im Einzelnen noch zu klären, wenngleich 
zahlreiche Zelltypen identifiziert werden konnten, die an der Synthese von 
Interleukinen im ZNS beteiligt zu sein scheinen. So ließ sich eine konstitutive IL-
1β-Expression im nicht läsionierten Gehirn für Neurone, Astroglia, 
Oligodendrozyten und Endothelzellen nachweisen (Touzani et al. 1999). Als 
zellulärer Ursprung der gesteigerten IL-1β-Proteinexpression nach fokaler und 
globaler zerebraler Ischämie konnten neben Astro- und Oligodendrozyten auch 
Mikrogliazellen und Makrophagen identifiziert werden (Davies et al. 1999, 
Sairanen et al. 1997). Da zum Zeitpunkt der experimentellen Arbeit keine 
Untersuchungen zum zellulären Ursprung der IL-1β-Produktion nach HIOP 
vorlagen, sollten IL-1β-exprimierende Zellen zunächst mit Hilfe 
immunhistochemischer Verfahren lokalisiert und ihre Zelltypzugehörigkeit 
aufgeklärt werden. 
Während sich in der nicht-ischämischen Retina keine IL-1β-positiven Zellen 
fanden, konnten 3 h, 6 h und 12 h nach TRI IL-1β-exprimierende Zellen in der 
inneren Retina identifiziert werden (vgl. 5.1.4). Die auftretenden zellulären 
Veränderungen spiegeln somit die unter 5.2.1 beschriebenen cDNA-Spiegel nach 
HIOP wider und sind analog zu den von Yoneda und Mitarbeitern gefundenen 
Veränderungen des IL-1β-Proteinniveaus (Yoneda et al. 2001). Zur Untersuchung 
der Zelltypzugehörigkeit IL-1β-positiver Zellen wurden Färbungen mit dem 
Mikroglia-/Makrophagenmarker OX42 sowie dem astrozytären Marker GFAP 
durchgeführt. Hierbei zeigten sich IL-1β-positive Zellen OX42-positiv, wobei 
auffallend war, dass nicht alle OX42-markierten Zellen IL-1β exprimierten (vgl. 
5.1.5). Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass ein Teil der 
Mikrogliazellen-, Makrophagenpopulation postischämisch die Fähigkeit erhält IL-
1β zu produzieren. 
Abweichend von anderen retinalen Schädigungsmodellen wie dem der Ablatio 
retinae (retinal detachment, Nakazawa et al. 2006) ließ sich eine Kolokalisation 
von IL-1β und GFAP nach TRI nicht nachweisen, so dass davon ausgegangen 
werden muss, dass Astrozyten nicht direkt zur IL-1β-Produktion im Rahmen 
druckinduzierter retinaler Ischämie beitragen. Außer Frage steht jedoch die 
wechselseitige Beeinflussung von Mikrogliazellen, Astrozyten und Zytokinen. So 
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gelten Mikrogliazellen sowohl als Quelle als auch als Effektoren zahlreicher 
Zytokine. Astrozyten fördern die mikrogliale Phagozytose und von Mikrogliazellen 
produzierte Substanzen wie zum Beispiel IL-1 sind beteiligt an der astrozytären 
Proliferation (Hanisch 2002). 
Bislang konnten zahlreiche IL-1β-vermittelte Effekte aufgedeckt werden, die an der 
Pathogenese der ischämischen Retinaschädigung beteiligt zu sein scheinen. So 
induziert IL-1β die Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 E-
Selektin und L-Selektin und fördert hierdurch die Leukozyteninvasion in das ZNS 
(Dinarello 1996). Des Weiteren konnte eine erhöhte Produktion 
proinflammatorischer Mediatoren, wie NO und Prostaglandine, bedingt durch IL-
1β-vermittelte Induktion der Genexpression von iNOS, Cyclooxygenase-2 (COX-2) 
und Phospholipase A2 beobachtet werden (Dinarello 1996). Konsequenterweise 
kam es nach experimenteller Reduktion der IL-1β-Aktivität zu einer Abnahme der 
neuronalen Schädigung. So weisen IL-1-knockout-Mäuse eine verminderte iNOS-
Aktivität und eine signifikante Reduktion des neuronalen Zellschadens nach 
transienter globaler Ischämie verglichen mit Wildtyp-Mäusen auf (Mizushima et al. 
2002). Wie Yoneda und Mitarbeiter zeigen konnten, reduziert sowohl die 
intravitreale Injektion von einem IL-1-Rezeptorantagonist als auch die Gabe von 
Anti-IL-1-Antikörpern 5 Minuten vor TRI das Ausmaß ischämischer Schädigung 
nach TRI (Yoneda et al. 2001). Seine zentrale Rolle in der Pathogenese der 
ischämischen Retinaschädigung und die experimentelle Beeinflussbarkeit machen 
IL-1β zu einem wichtigen Angriffspunkt potentiell neuroprotektiver Strategien. 
TNFα als zweiter Vertreter der proinflammatorischen Zytokine weist zahlreiche 
funktionelle Gemeinsamkeiten mit IL-1β auf. Er existiert in einer 
membrangebundenen (27 kD) und einer sezernierten (17 kD) Form, wobei Erstere 
durch das TNFα converting enzyme in die lösliche Form umgewandelt wird (Löffler 
und Petrides 2003). Beide Formen liegen bevorzugt als trimere Komplexe vor und 
binden den ebenfalls trimeren TNF-Rezeptor-I (p55) und/oder TNF-Rezeptor-II 
(p75) (Wang und Shuaib 2002). Neben der Aktivierung intrazellulärer 
Signalkaskaden, ähnlich denen des IL-1-Rezeptors und der Freisetzung von NF-
κB, ist der TNF-Rezeptor-I in der Lage Caspasen zu aktivieren und Apoptose zu 
induzieren (Löffler und Petrides 2003). Als weitere TNF-Rezeptor vermittelte 
Effekte gelten die Beeinflussung der Zellproliferation, -differenzierung und 
Zytokinproduktion (Hehlgans und Pfeffer 2005). 
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Diverse Untersuchungen zur Produktion von TNFα nach zerebraler Schädigung 
zeigen Zeitverläufe, welche den oben beschriebenen postischämischen 
Veränderungen der IL-1β-Expression ähneln. So kommt es im Rahmen der 
fokalen zerebralen Ischämie (durch permanente MCAO) nach einer Stunde zum 
Anstieg der TNFα-mRNA-Spiegel, gefolgt von einem Maximum nach 12 h und 
einer Persistenz erhöhter TNFα-Level bis 5 Tage nach MCAO (Liu et al. 1994). 
Globale zerebrale Ischämie der Maus (durch bilateralen Verschluss der A. carotis) 
führt zu einem transienten Anstieg der TNFα-Expression 1,5 h postischämisch, 
gefolgt von einem temporären Rückgang der Synthese und einem Wiederanstieg 
nach 3 Tagen (Uno et al. 1997). Wenngleich sich in der normalen Retina nur eine 
niedrige TNFα-Genexpression findet, legen vorangegangene Arbeiten 
Änderungen der Expression dieses Zytokines auch im Rahmen der retinalen 
Ischämie nahe (Hangai et al. 1996, Zhou et al. 2000). 
Wir untersuchten deshalb den Einfluss der TRI auf die postischämische TNFα-
Expression auf Gen- und Proteinniveau. Ausgehend von niedrigen 
Konzentrationen an TNFα-cDNA bei Kontrolltieren kam es 3 h postischämisch zu 
einer signifikanten Induktion der Genexpression. Die TNFα-cDNA-Level erreichten 
zwischen 6 h und 12 h postischämisch ein frühes Maximum und waren 
anschließend wieder rückläufig (vgl. 5.2.2). Nach Betrachtung aller Messwerte fiel 
auf, dass die TNFα-cDNA-Spiegel nach TRI ähnliche Änderungen wie die des IL-
1β zeigten. Jedoch unterschieden sich die beiden Zytokine hinsichtlich ihrer 
messbaren cDNA-Konzentration, wobei die von TNFα deutlich unter der von IL-1β 
lag. Eine weitere Abweichung fand sich in der Persistenz erhöhter TNFα-cDNA-
Werte auch nach 24 h. 
Diese Ergebnisse sind kongruent zu Untersuchungen der TNFα-Genexpression 
nach Ligatur des optischen Nervs und der angelagerten Gefäße. 
Übereinstimmend zeigte sich hierbei ein früher Anstieg der Menge an TNFα-cDNA 
mit einem Maximum 12 h postischämisch. Anschließend folgte ein Rückgang der 
cDNA-Konzentration bei Persistenz erhöhter Werte auch 24 h und 48 h nach der 
Läsion, verglichen mit Basalwerten (Hangai et al. 1996). 
Nach der Analyse der TNFα-Genexpression sollte untersucht werden, ob oben 
beschriebene Änderungen der Expressionskinetik auch auf Proteinniveau 
nachweisbar wären. Im durchgeführten ELISA zeigte sich eine signifikante 
Erhöhung der Menge an TNFα-Protein 3 h, 6 h und 12 h postischämisch bezogen 
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auf die Basalwerte. 24 h nach TRI blieben die TNFα-Spiegel tendenziell erhöht, 
unterschieden sich jedoch nicht mehr signifikant von den Werten der Kontrolltiere 
(vgl. 5.2.3). Zusammenfassend spiegelt die TNFα-Proteinexpression nach TRI die 
Genexpression wider. Demgegenüber steht eine tendenzielle, jedoch nicht 
signifikante Zunahme der TNFα-Proteinexpression nach 1- und 5-minütiger TRI 
(Zhou et al. 2000). Zhou und Mitarbeiter verwendeten hierbei eine ultrakurze 
Ischämiedauer und konnten in allen Proben nur eine geringe TNFα-
Proteinkonzentration nachweisen, so dass die fehlende Signifikanz mutmaßlich als 
methodenabhängig und nicht als Ausdruck einer fehlenden Zytokinantwort zu 
werten ist. In anderen retinalen Läsionsmodellen wie dem der Ablatio retinae war 
hingegen ein signifikanter Anstieg sowohl der TNFα-mRNA-Spiegel als auch der 
TNFα-Proteinmenge 6 h nach der Schädigung nachweisbar (Nakazawa et al. 
2006). Die von Berger und Mitarbeitern durchgeführte immunhistochemische 
Quantifizierung der TNFα-Expression nach 60-minütiger HIOP bestätigt die oben 
beschriebenen Veränderungen auf Gen- und Proteinniveau auch auf zellulärer 
Ebene. Hierbei ließ sich eine gesteigerte TNFα-Expression 3 h, 6 h, 12 h und 24 h 
postischämisch nachweisen (Berger et al. 2008). 
Im nächsten Schritt sollte versucht werden, den zellulären Ursprung der TNFα-
Produktion nach TRI zu identifizieren. Trotz intensiver Bemühungen gelang es 
nicht sicher und reproduzierbar TNFα-positive Zellen in der Retina zu detektieren. 
Ursachen hierfür könnten methodische Schwierigkeiten und die diffizile 
Nachweisbarkeit der geringen Menge an TNFα sein. In vorangegangenen Arbeiten 
zur zerebralen Ischämie war es gelungen, Mikrogliazellen/Makrophagen als 
zelluläre Quelle der TNFα-Expression zu identifizieren (Gregersen et al. 2000). Im 
Rahmen der globalen zerebralen Ischämie der Maus fand sich eine frühe TNFα-
Produktion durch F4/80-positive Mikrogliazellen, gefolgt von einer verzögerten 
TNFα-Synthese durch Mikrogliazellen und Astrozyten 3 Tage postischämisch (Uno 
et al. 1997). HIOP-induzierte retinale Ischämie führte zur Steigerung der TNFα-
Expression in den inneren Retinaschichten mit Bevorzugung der GCL, wobei in 
den vorliegenden Untersuchungen eine genaue Zelltypzuordnung nicht getroffen 
wurde (Fontaine et al. 2002, Berger et al. 2008). Außer Frage steht sicherlich die 
direkte und indirekte Beteiligung mehrerer Zellarten an der postischämischen 
TNFα-Produktion, wobei Mikrogliazellen und Makrophagen eine zentrale Rolle 
zugesprochen werden muss. 
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Die Effekte von TNFα sind vielfältig und nicht abschließend untersucht. TNFα-
Wirkungen, die an der Pathogenese der retinalen Ischämie beteiligt sein könnten, 
werden im Folgenden angegeben. Zunächst beeinflusst das Zytokin vaskuläre 
Endothelzellen, fördert die Expression von endothelialen Oberflächenantigenen 
und die Invasion von Leukozyten in das geschädigte Gewebe (Hangai et al. 1996). 
Im Tierexperiment führt die kortikale Mikroinjektion von TNFα zu einer 
signifikanten Akkumulation von Neutrophilen in zerebralen Kapillaren und kleinen 
Blutgefäßen (Liu et al. 1994). Des Weiteren unterhält TNFα die inflammatorische 
Antwort durch Steigerung der Genexpression synergistisch wirkender Mediatoren 
wie IL-1, Induktion der iNOS und Förderung der Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies (Gregersen et al. 2000, Yoshida et al. 2004). Im Mausmodell 
der retinalen Neovaskularisation induziert TNFα die Synthese angiogenetischer 
Faktoren und muss somit als wesentlicher Bestandteil der Pathogenese der 
postischämischen Neovaskularisation angesehen werden (Yoshida et al. 2004). 
Untersuchungen zur Bedeutung des Tumornekrosefaktors nach MCAO legen 
dessen nachteiligen Einfluss auf das Ausmaß der zerebralen Ischämie nahe. So 
führt eine Blockade der endogenen TNFα-Wirkung durch monoklonale Antikörper 
oder löslichen TNF-Rezeptor-I zu einer Abnahme der Infarktgröße nach fokaler 
zerebraler Ischämie (Barone et al. 1997). Die intraventrikuläre Gabe von TNFα vor 
MCAO vergrößert postischämisch sowohl die Infarktgröße als auch das 
neurologische Defizit, während die Gabe neutralisierender TNFα-Antikörper vor 
exogener TNFα-Zufuhr dessen negative Wirkung wieder aufhebt (Barone et al. 
1997). In vitro-Untersuchungen zur ischämischen und druckinduzierten 
Schädigung retinaler Ganglienzellen zeigten, dass eine Hemmung der TNFα-
Aktivität durch neutralisierende Antikörper zur Reduktion der iNOS-Aktivität und 
zur Abnahme der Apoptose retinaler Ganglienzellen führt (Tezel und Wax 2000). 
In vivo-Untersuchungen zur retinalen Schädigung stimmen inhaltlich weitgehend 
mit denen zur zerebralen Ischämie überein. In Experimenten zur Bedeutung von 
TNFα nach TRI zeigte sich, dass die postischämische Gabe von rekombinantem 
TNFα das Ausmaß der ischämischen Schädigung noch erhöht, während die Gabe 
von neutralisierenden TNFα-Antikörpern zu einer funktionellen Verbesserung 
postischämisch führt, sichtbar am Erhalt der b-Welle im ERG nach 7 Tagen 
(Berger et al. 2008). Neurodegenerative Eigenschaften von TNFα postulieren auch 
Kitaoka und Mitarbeiter, die nachweisen konnten, dass es 2 Wochen nach 
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intravitrealer TNFα-Injektion zur Degeneration von Axonen im optischen Nerv 
kommt (Kitaoka et al. 2006). 
Neben den genannten Arbeiten existieren Untersuchungen, welche 
gegensätzliche TNFα-Effekte postulieren. Ein Beispiel positiver TNFα-Wirkungen 
findet sich bei Diem und Mitarbeitern. Diese konnten zeigen, dass TNFα in der 
Lage ist das Ausmaß des sekundären Zelltodes retinaler Ganglienzellen nach 
Axotomie des optischen Nervs in vivo zu reduzieren (Diem et al. 2001). Andere 
Arbeiten fanden entgegengesetzte TNFα-vermittelter Effekte in Abhängigkeit vom 
gebundenen TNF-Rezeptortyp. So zeigten TNF-Rezeptor I knockout-Mäuse nach 
TRI ein geringeres Ausmaß der ischämischen Zellschädigung, während das 
Fehlen von TNF-Rezeptor II mit erhöhten retinalen Zelluntergang assoziiert war 
(Fontaine et al. 2002). Konsequenterweise muss von einer degenerations-
fördernden Wirkung des TNF-Rezeptor I und einem protektiven Einfluss des TNF-
Rezeptor II im Rahmen retinaler Ischämie ausgegangen werden (Fontaine et al. 
2002). 
Zusammengefasst scheint TNFα abhängig von der Art der Schädigung, der Höhe 
der resultierenden Zytokinkonzentration und der Rezeptoraktivierung sowohl für 
positive als auch schädliche Effekte nach zerebraler und retinaler Ischämie 
verantwortlich zu sein, wobei zum jetzigen Zeitpunkt das Wissen um seine 
negativen Auswirkungen überwiegt. 
Modulation der akuten Entzündungsreaktion nach transieter retinaler 
Ischämie durch Simvastatin 
Die Gruppe der HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren, kurz Statine genannt, umfasst 
die natürlich vorkommenden Substanzen Lovastatin, Simvastatin, Pravastatin und 
Mevastatin sowie die synthetisch hergestellten Statine Fluvastatin, Rosuvastatin, 
Atorvastatin und Pitavastatin (Weitz-Schmidt 2002). Die ihren neuroprotektiven 
Eigenschaften zu Grunde liegende Wirkungen und ihr therapeutisches Potenzial 
bei ophthalmologischen Erkrankungen wurden in Übersichtsartikeln ausführlich 
erörtert (Schmeer et al. 2006, Schmeer et al. 2007). Im Folgenden soll hier auf die 
immunmodulatorischen Eigenschaften der Statine als einen weiteren Teil ihrer 
pleiotropen Wirkungen eingegangen werden. 
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Nach einer neuronalen Läsion reduzieren Statine die Einwanderung 
inflammatorischer Zellen in das ZNS durch Hemmung der Leukozyten-Endothel- 
und Monozyten-Endothel-Interaktion (Honjo et al. 2002, Prasad et al. 2005). 
Besondere Bedeutung wird hierbei der verminderten Expression der endothelialen 
Adhäsionsmoleküle E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 sowie der 
zellulären Adhäsionsmoleküle LFA-1 auf Lymphozyten und Mac-1 auf Monozyten 
zugesprochen (Weitz-Schmidt et al. 2001, Chung et al. 2002, Prasad et al. 2005, 
Greenwood et al. 2006). Die Statin-vermittelte Hemmung der Chemotaxis durch 
Abnahme der Chemokinrezeptorexpression auf B-Zellen, T-Zellen und 
Makrophagen reduziert das Ausmaß der Einwanderung von Entzündungszellen 
weiter (Greenwood et al. 2006). Andere immunmodulatorische Effekte scheinen 
durch die Beeinflussung von T-Zellen und antigenpräsentierenden Zellen bedingt 
zu sein. So vermindern Statine die T-Zell-Proliferation in vitro und beeinflussen 
den T-Zell-Phänotyp (Weber et al. 2006). Wie Youssef und Mitarbeiter zeigen 
konnten, hemmt Atorvastatin die Th1-Differenzierung sowie die Freisetzung der 
Th1-Zytokine IL-2, Interferon  und TNFα und fördert die Differenzierung der Th0- 
in Th2-Zellen (Youssef et al. 2002). Einen weiteren Wirkmechanismus stellt die 
Hemmung der Expression von MHC-II-Molekülen und kostimulatorischen Signalen 
(CD40, CD80, CD86) auf antigenpräsentierenden Zellen und die resultierende 
Verminderung der T-Zell-Aktivierung dar (Greenwood et al. 2006). 
Interessanterweise scheint die Beeinflussung der T-Zell-Proliferation und T-Zell-
Differenzierung cholesterinunabhängig zu sein und in direkten Zusammenhang mit 
der statinvermittelten Abnahme isoprenoider Zwischenprodukte zu stehen (Dunn 
et al. 2006). 
Mehrere der oben genannten Wirkmechanismen könnten auch Statin-vermittelten 
immunmodulatorischen Effekten nach retinaler Schädigung zu Grunde liegen. Ein 
wesentlicher Fokus vorangegangener Arbeiten lag hierbei auf der Erforschung der 
Leukozyten-Endothel-Interaktion als bedeutenden Teil der inflammatorischen 
Antwort. In Untersuchungen zur Gabe verschiedener Statine (Pravastatin, 
Cerivastatin und Pitavastatin) vor Ligatur des optischen Nervs ließ sich wiederholt 
eine postischämische Hemmung der Leukozyten-Endothel-Interaktion nachweisen 
(Honjo et al. 2002, Miyaki et al. 2009). Diese war durch eine verminderte 
Expression von Adhäsionsmolelülen sowie eine Reduktion der Anzahl 
akkumulierender Leukozyten in retinalen Gefäßen und einer Abnahme des rollings, 
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als ersten Schritt der Leukozytenmigration, charakterisiert (Miyaki et al. 2009, 
Honjo et al. 2002). Ähnliche Ergebnisse fanden sich auch nach druckinduzierter 
TRI, wobei die Gabe von Pitavastatin die Expression der Adhäsionsmoleküle 
ICAM-1 und P-Selektin reduzierte (Kawaji et al. 2007, Nakazawa et al. 2007). 
Wenngleich zurzeit keine Arbeiten zur Beeinflussung dieser Mechanismen durch 
Simvastatin nach HIOP vorliegen, legen Untersuchungen zu dessen Einfluss auf 
die Leukozyten-Endothel-Interaktion in abweichenden retinalen Läsionsmodellen 
eine mit anderen Statinen vergleichbare Wirksamkeit nahe. So konnten Miyahara 
und Mitarbeiter zeigen, dass Simvastatin die Expression von Adhäsionsmolekülen, 
wie ICAM-1, sowie die Leukozytenadhäsion und -akkumulation bei Streptozotocin-
induziertem Diabetes in der Retina reduziert (Miyahara et al. 2004). 
Als weiteres therapeutisches target kann die Beeinflussung von Mikrogliazellen 
und Zytokinen durch Statine angesehen werden. Diverse Arbeiten zur Wirkung 
verschiedener Statine in unterschiedlichen Läsionsmodellen ergeben eine Vielfalt 
an Ergebnissen und postulieren teilweise widersprüchliche Effekte. Diese reichen 
von einer Hemmung der Mikrogliaaktivierung und Zytokinproduktion, über 
fehlende Beeinflussung dieser Parameter bis hin zu einer Verstärkung der 
inflammatorischen Antwort durch Statine. Potentiell antiinflammatorische 
Wirkungen beinhalten die verminderte Expression von MHC-II Molekülen und 
kostimulatorischen Signalen auf Mikrogliazellen im Modell der experimentellen 
autoimmunen Enzephalomyelitis durch Atorvastatin sowie die Hemmung der LPS-
induzierten Expression von TNFα und IL-1β durch Mikrogliazellen, Makrophagen 
und Astrozyten nach Lovastatinapplikation in vitro (Youssef et al. 2002, Pahan et 
al. 1997). In anderen Arbeiten konnten diese Effekte nicht reproduziert werden. 
Beispielsweise hat die intravenöse Gabe von Pravastatin vor Ligatur des 
optischen Nervs keinen Effekt auf die postischämische Expression von IL-1β und 
TNFα und die Gabe von Pitavastatin lässt die im Modell der NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat) -induzierten Schädigung retinaler Ganglienzellen gesteigerte Expression 
dieser Zytokine unbeeinflusst (Gustavsson et al. 2008, Nakazawa et al. 2007). 
Andere Untersuchungen postulieren schließlich eine Zunahme der 
inflammatorischen Antwort durch Statine. Wie Bi und Mitarbeiter zeigen konnten, 
führen Mevastatin und Simvastatin zu einem Anstieg der TNFα-Expression sowie 
zu einer Aktivierung von Mikrogliazellen in vitro, sichtbar an einer Zunahme der 
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Anzahl OX-42 und ED-1 positiver Zellen und typischen morphologischen 
Veränderungen (Bi et al. 2004). 
Im zweiten Teil der vorliegenden Studie sollte deshalb geklärt werden, ob durch 
Simvastatin das Ausmaß der oben beschriebenen Mikrogliaaktivierung und 
Zytokinproduktion nach TRI beeinflusst werden kann. Hierzu wurde einer Gruppe 
von Tieren einmalig eine Stunde postischämisch Simvastatin subkutan injiziert. 
Zur Untersuchung des alleinigen Injektionseffekts sowie einer möglichen Wirkung, 
der zur Lösung des Simvastatins verwendeten Substanzen, erhielt eine 
Vergleichsgruppe zum gleichen Zeitpunkt ein Vehikel (vgl. Abb. 5). 
Zunächst untersuchten wir den Einfluss von Simvastatin auf die postischämische 
IL-1β-Expression. Hierbei zeigte sich, dass sowohl die Injektion von Vehikel als 
auch von Simvastatin zu einem Anstieg der IL-1β-cDNA-Spiegel zu frühen 
postischämischen Zeitpunkten führt (vgl. 5.3.1). Die auf Gen-Niveau sichtbaren 
Veränderungen ließen sich auch auf zellulärer Ebene nachweisen, wobei 
Simvastatin die Anzahl IL-1β-positiver Zellen 3 h und 6 h postischämisch erhöhte 
(vgl. 5.3.2). Wir fanden keinen signifikanten Unterschied zwischen den Tieren mit 
Vehikel- und Statin-Behandlung, so dass der Anstieg der IL-1β-Expression primär 
nicht als Simvastatin-spezifischer Effekt angesehen werden darf. Vielmehr muss 
davon ausgegangen werden, dass es durch die subkutane Injektion oder durch die 
zur Lösung des Statins verwendeten Substanzen, wie z.B. Ethanol, zu einer 
frühen, temporären inflammatorischen Reaktion kommt. Diese war bereits 12 h 
postischämisch nicht mehr nachweisbar und ihre Relevanz konnte nicht 
abschließend geklärt werden. Zukünftige Untersuchungen mit Variationen der 
Applikationsart (beispielsweise peroral oder intravenös) könnten klären, ob 
substanzspezifische Effekte eine Rolle bei der gesteigerten IL-1β-Expression nach 
TRI spielen. 
Nachdem IL-1β-positive Zellen im ersten Teil der Studie als OX42-positive 
Mikrogliazellen/Makrophagen identifiziert werden konnten und sich nun eine 
Zunahme IL-1β-positiver Zellen nach Statingabe fand, untersuchten wir im 
nächsten Schritt, ob die Anzahl OX42-positiver Zellen nach Statinapplikation 
ebenfalls verändert wäre. Eine Beeinflussung der Anzahl OX42-positiver Zellen 
durch Simvastatin ließ sich jedoch nicht nachweisen (vgl. 5.3.3), so dass davon 
ausgegangen werden kann, dass die Gabe von Simvastatin nach TRI das 
Ausmaß der Mikrogliaaktivierung nicht beeinflusst. Eine von Bi und Mitarbeitern in 
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vitro gesehene Zunahme der Anzahl OX-42 positiver Zellen durch Simvastatin (Bi 
et al. 2004) konnte somit in vivo nicht bestätigt werden. Als wesentlicher, die 
Vergleichbarkeit der Untersuchungen stark begrenzender Aspekt muss hierbei der 
unterschiedliche Aktivierungsgrad von Mikrogliazellen in vitro und in vivo genannt 
werden. 
Um abschließend zu beurteilen, ob bei gleichbleibender Zahl OX42-positiver 
Zellen und steigender Anzahl IL-1β-exprimierender Zellen andere Zelltypen an der 
IL-1β-Expression nach Statingabe beteiligt waren, wurde deren 
Zelltypzugehörigkeit untersucht. Dabei zeigte sich, dass IL-1β-exprimierende 
Zellen ausschließlich OX42-positiv waren. Eine Kolokalisation mit GFAP konnte 
auch nach Statingabe nicht nachgewiesen werden, so dass davon ausgegangen 
werden kann, dass an der erhöhten IL-1β-Produktion nach Statingabe 
ausschließlich Mikrogliazellen und Makrophagen beteiligt sind (vgl. 5.3.4). 
Abschließend wurde der Einfluss von Simvastatin auf die Expression von TNFα 
nach TRI untersucht. Hierbei zeigte sich keine signifikante Änderung der 
postischämischen TNFα-cDNA-Konzentration durch Simvastatin. Allerdings war 
ein tendenzieller Rückgang der TNFα-Genexpression 6 h und 12 h nach TRI 
erkennbar. Ursachen der fehlenden Signifikanz könnten in der kleinen 
Gruppengröße (n=4) und der insgesamt niedrigen Menge an TNFα-cDNA liegen 
(vgl. 5.3.5). Die Proteinexpression nach TRI und Statininjektion spiegelte die 
Genexpression wider und ließ dabei zusätzlich eine signifikante Reduktion der 
TNFα-Expression durch Simvastatin 12 h postischämisch erkennen (vgl. 5.3.6). 
Dieser Effekt war explizit nur nach der Gabe von Simvastatin nachweisbar. Die 
Injektion von Vehikel bewirkte hingegen eine leichte Zunahme der TNFα-
Expression zu diesem Zeitpunkt, so dass zusammenfassend eine Simvastatin-
spezifische Begrenzung des Ausmaßes der postischämischen TNFα-Expression 
postuliert werden muss. 
Ähnliche Effekte fanden Pahan und Mitarbeiter, die eine Reduktion der LPS-
induzierten TNFα-Expression durch Lovastatingabe nachweisen konnten (Pahan 
et al. 1997). Eine signifikante Abnahme der TNFα-Expression durch Simvastatin 
fand sich in der vorliegenden Arbeit erst 12 h postischämisch, während dieser 
Effekt 6 h nach TRI nur tendenziell und zum Zeitpunkt 3 h nicht nachweisbar war. 
Im Zusammenhang mit dieser Wirklatenz könnte eine verzögerte Resorption nach 
subkutaner Injektion stehen, so dass für zukünftige Untersuchungen die 
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intravenöse Injektion zu bevorzugen wäre. Hilfreich wären in diesem 
Zusammenhang Daten zur systemischen und intraretinalen Konzentration von 
Simvastatin nach subkutaner Injektion bei der Ratte, welche jedoch derzeit nicht 
zur Verfügung stehen. 
Zusammenfassend konnte im zweiten Teil der Studie eine Beeinflussung der 
Mikrogliaaktivierung nach TRI durch Simvastatin nicht nachgewiesen werden. 
Sowohl Simvastatin- als auch Vehikelinjektion führten zu einem temporären 
Anstieg der postischämischen IL-1β-Expression, so dass in diesem 
Zusammenhang nicht von einem substanzspezifischen Effekt ausgegangen 
werden kann. Simvastatin, jedoch nicht die Gabe von Vehikel, reduzierte nach 
einer Latenzzeit von mehr als 5 Stunden (entspricht Zeitpunkt 6 h nach TRI) das 
Ausmaß der postischämischen TNFα-Expression. Die postischämische Gabe von 
Simvastatin muss somit als entzündungsbegrenzende Maßnahme nach 
druckinduzierter retinaler Ischämie diskutiert werden. 
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7. SCHLUSSFOLGERUNGEN 
Unsere Untersuchungen zeigen, dass OX42-positive Mikrogliazellen unter 
physiologischen Bedingungen in der Netzhaut vorkommen. Die Bedeutung 
ruhender Mikrogliazellen ist nicht abschließend geklärt, wenngleich ihre Kontroll- 
und Homöostasefunktion als gesichert gilt. Retinale Schädigung, wie sie durch 
HIOP hervorgerufen wird, führt zu einer Mikrogliazellaktivierung, sichtbar an einer 
Zunahme der Zellzahl und an charakteristischen morphologischen Veränderungen. 
Hierbei handelt es sich um ein hoch dynamisches Geschehen, bei dem innerhalb 
der ersten 24 Stunden nach Läsion unterschiedliche Entwicklungs- und 
Aktivierungsstufen durchlaufen werden. In der Vergangenheit wurde eine 
Beteiligung aktivierter Mikrogliazellen sowohl an neuroprotektiven als auch an 
neurodegenerativen Vorgängen postuliert. Eine abschließende Aussage über die 
Bedeutung der nachgewiesenen Mikrogliazellaktivierung nach TRI kann an dieser 
Stelle nicht getroffen werden. Als weiterer wesentlicher Bestandteil der 
inflammatorischen Antwort nach retinaler Ischämie muss die gesteigerte 
Expression proinflammatorischer Zytokine gelten. Unsere Untersuchungen zeigten 
eine ähnliche Expressionskinetik für die Zytokine IL-1β und TNFα nach TRI, mit 
einem frühen postischämischen Maximum und einem Wiederabsinken innerhalb 
von 24 Stunden. Als IL-1β-exprimierende Zellen konnten nachfolgend OX42-
positive Mikrogliazellen identifiziert werden. Ihre zentrale Rolle in der Pathogenese 
der ischämischen Retinaschädigung und die experimentelle Beeinflussbarkeit 
machen IL-1β und TNFα zu wichtigen Angriffspunkten potentiell neuroprotektiver 
Strategien. In anschließenden Untersuchungen zur Modulation der beschriebenen 
Entzündungsreaktion zeigte sich eine Simvastatin-vermittelte Reduktion der 
postischämischen Expression von TNFα, was eine entzündungsbegrenzende 
Wirkung dieses Statins nahe legt. Eine Simvastatin-spezifische Beeinflussung der 
Mikrogliazellaktivierung und IL-1β-Expression ließ sich jedoch nicht nachweisen, 
so dass diese Zellen nicht als target der postulierten immunmodulatorischen 
Statinwirkung nach TRI angesehen werden können. Zusätzliche Untersuchungen 
werden notwendig sein, um die Zusammenhänge zwischen inflammatorischer 
Antwort und Ausmaß der retinalen Schädigung nach TRI aufzuklären und weitere 
Statin-vermittelte Effekte in diesem Modell zu prüfen. 
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